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Résumé 
 
Les autotransporteurs monomériques, appartenant au système de sécrétion de type V, 
correspondent à une famille importante de facteurs de virulence bactériens. Plusieurs 
fonctions, souvent essentielles pour le développement d’une infection ou pour le maintien 
et la survie des bactéries dans l’organisme hôte, ont été décrites pour cette famille de 
protéines. Malgré l’importance de ces protéines, notre connaissance de leur biogenèse et de 
leur mécanisme d’action demeure relativement limitée.  
 
L’autotransporteur AIDA-I, retrouvé chez diverses souches d’Escherichia coli, est un 
autotransporter multifonctionnel typique impliqué dans l’adhésion et l’invasion cellulaire 
ainsi que dans la formation de biofilm et d’agrégats bactériens. Les domaines 
extracellulaires d’autotransporteurs monomériques sont responsables de la fonctionnalité et 
possèdent pratiquement tous une structure caractéristique d’hélice β. Nous avons mené une 
étude de mutagenèse aléatoire avec AIDA-I afin de comprendre la base de la 
multifonctionnalité de cette protéine. Par cette approche, nous avons démontré que les 
domaines passagers de certains autotransporteurs possèdent une organisation modulaire, ce 
qui signifie qu’ils sont construits sous la forme de modules fonctionnels.   
Les domaines passagers d’autotransporteurs peuvent être clivés et relâchés dans le milieu 
extracellulaire. Toutefois, malgré la diversité des mécanismes de clivage existants, 
plusieurs protéines, telles qu’AIDA-I, sont clivées par un mécanisme qui demeure inconnu. 
En effectuant une renaturation in vitro d’AIDA-I, couplée avec une approche de 
mutagenèse dirigée, nous avons démontré que cette protéine se clive par un mécanisme 
autocatalytique qui implique deux acides aminés possédant un groupement carboxyle. Ces 
résultats ont permis la description d’un nouveau mécanisme de clivage pour la famille des 
autotransporteurs monomériques. 
 
Une des particularités d’AIDA-I est sa glycosylation par une heptosyltransférase spécifique 
nommée Aah. La glycosylation est un concept plutôt récent chez les bactéries et pour 
l’instant, très peu de protéines ont été décrites comme glycosylées chez E. coli. Nous avons 
démontré que Aah est le prototype pour une nouvelle famille de glycosyltransférases 
bactériennes retrouvées chez diverses espèces de protéobactéries. La glycosylation 
d’AIDA-I est une modification cytoplasmique et post-traductionnelle. De plus, Aah ne 
 iv
reconnaît pas une séquence primaire, mais plutôt un motif structural. Ces observations sont 
uniques chez les bactéries et permettent d’élargir nos connaissances sur la glycosylation 
chez les procaryotes. La glycosylation par Aah est essentielle pour la conformation 
d’AIDA-I et par conséquent pour sa capacité de permettre l’adhésion. Puisque plusieurs 
homologues d’Aah sont retrouvés à proximité d’autotransporteurs monomériques putatifs, 
cette famille de glycosyltranférases pourrait être importante, sinon essentielle, pour la 
biogenèse et/ou la fonction de nombreux autotransporteurs.  
 
En conclusion, les résultats présentés dans cette thèse apportent de nouvelles informations 
et permettent une meilleure compréhension de la biogenèse d’une des plus importantes 
familles de protéines sécrétées chez les bactéries Gram négatif. 
 
 
Mots clés  
Autotransporteur, sécrétion, glycosylation, heptose, clivage autocatalytique, AIDA-I, Aah, 
adhésion, biofilm, Escherichia coli. 
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Abstract 
 
Monomeric autotransporters, a family of proteins that use the type V secretion pathway, are 
important mediators of virulence for many bacterial pathogens. Many functions important 
for host colonization and survival have been described for these proteins. Despite the 
recognized importance of this family of proteins, the mechanisms that are required for the 
biogenesis and functionality of monomeric autotransporters still remain poorly understood.  
 
The Escherichia coli adhesin involved in diffuse adherence (AIDA-I) is a classical 
multifunctional autotransporter protein that mediates bacterial aggregation and biofilm 
formation, as well as adhesion and invasion of cultured epithelial cells. Extracellular 
domains of autotransporters are responsible for the protein function and fold into a 
characteristic β-helical structure. We performed a random mutagenesis of the AIDA-I 
passenger domain in order to identify regions involved in the various phenotypes associated 
with the expression of this protein. Our study suggests that the passenger domain of AIDA-
I possesses a modular organization, which means that AIDA-I is built with individual 
functional modules.  
Autotransporter passenger domains can be cleaved from the β-domain and released into the 
extracellular milieu. However, despite the fact that diverse cleavage mechanisms have been 
previously described, many autotransporters, like AIDA-I, are cleaved by an unknown 
mechanism. By monitoring the in vitro refolding and cleavage following by site-directed 
mutagenesis, we showed that AIDA-I processing is an autocatalytic event that involves two 
acidic residues. Our results unveil a new mechanism of auto-processing in the 
autotransporter family. 
 
AIDA-I is one of the few glycosylated proteins found in Escherichia coli. Glycosylation is 
mediated by a specific heptosyltransferase encoded by the aah gene, but little is known 
about the role of this modification and the mechanism involved. Our findings suggest that 
Aah represents the prototype of a new large family of bacterial protein O-
glycosyltransferases that modify various substrates recognized through a structural motif. 
Furthermore, we showed that glycosylation occurs in the cytoplasm by a cotranslational 
mechanism. These observations are unique in bacteria and represent a significant advance 
in our comprehension of prokaryotic glycosylation. We also showed that glycosylation is 
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required to ensure a normal conformation of AIDA-I and, as a consequence, is necessary 
for its cell-binding function. The finding that other autotransporters or large adhesin-
encoding genes are linked to Aah homologue-encoding genes suggests that glycosylation 
may be important, if not essential, for the function of these proteins, as for AIDA-I. 
 
In conclusion, the results presented in this thesis bring new information about the 
autotransporter family and also give new insight into the mechanisms that are important for 
different aspects of the biogenesis of monomeric autotransporters. 
 
 
Key words  
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adhesion, biofilm, Escherichia coli. 
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Introduction 
 
La communication entre les bactéries ainsi qu’entre les bactéries et leur environnement, 
incluant un organisme hôte, est essentielle pour la survie et la prolifération de ces micro-
organismes. Pour permettre cette communication, les bactéries exposent à leur surface ou 
sécrètent dans le milieu environnant une grande variété de protéines (1). Chez les bactéries, 
ces protéines sécrétées sont initialement synthétisées dans le cytoplasme, ce qui signifie 
qu’elles doivent traverser des membranes physiologiques (membrane plasmique pour les 
bactéries Gram positif et membrane interne et externe pour les bactéries Gram négatif) ainsi 
que l’espace périplasmique dans le cas des bactéries Gram négatif. Afin de permettre la 
sécrétion de ces protéines à la surface, les bactéries possèdent donc plusieurs systèmes de 
sécrétion (2).  
Parmi ces systèmes de sécrétion, le type V et plus précisément les autotransporteurs 
monomériques, retrouvé uniquement chez les bactéries Gram négatif, est le plus répandu 
(3). Une des raisons pouvant expliquer la grande versatilité de ce mode de sécrétion est son 
exceptionnelle simplicité. En effet, l’appellation autotransporteur provient du fait que toute 
l’information requise pour la sécrétion d’une protéine est présente sur son seul polypeptide. 
Ce fait n’exclut toutefois pas que les autotransporteurs utilisent les systèmes généraux 
bactériens tels que le système de sécrétion général Sec ou le complexe Bam pour l’insertion 
des protéines de membrane externe ainsi que les chaperonnes cytoplasmiques et 
périplasmiques générales (4). La plupart des autotransporteurs caractérisés à ce jour jouent 
un rôle actif dans l’établissement ou le maintien de l’infection bactérienne. D’ailleurs, une 
grande diversité fonctionnelle a été associée avec l’expression de ces protéines, incluant un 
rôle dans l’adhésion et l’invasion des cellules épithéliales, l’adhésion aux composants de la 
matrice extracellulaire, la motilité intracellulaire, la résistance au sérum ainsi que dans 
diverses activités cytotoxiques (3).  
Un des sous-groupes appartenant aux autotransporteurs monomériques est la famille des 
SAATs (self-associating autotransporters), qui inclus trois protéines retrouvées chez 
Escherichia coli, soit AIDA-I, TibA et Ag43 (5). Ces autotransporters sont retrouvés chez 
des souches de E. coli causant principalement des diarrhées. E. coli est considéré comme 
l’agent infectieux responsable de nombreux cas de diarrhées à travers le monde et est 
toujours une source majeure de morbidité et mortalité, d’où l’importance de son étude (6). 
Ces trois autotransporteurs de la famille des SAATs possèdent des caractéristiques 
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structurales et fonctionnelles communes. Ces protéines sont principalement impliquées 
dans l’agrégation bactérienne, la formation de biofilm ainsi que l’adhésion cellulaire, trois 
fonctions importantes pour permettre la survie et la colonisation d’un organisme hôte. Ces 
protéines partagent aussi une organisation structurale typique des autotransporteurs 
monomériques, incluant une séquence signal N-terminale permettant le transport dans le 
périplasme par le système général Sec, un domaine β en C-terminal qui forme un pore dans 
la membrane externe, ainsi qu’un domaine passager localisé à la surface et correspondant à 
la région fonctionnelle de la protéine (3). Une autre caractéristique de la famille des SAATs 
est la glycosylation des domaines passagers par une glycosyltransférase spécifique (7-9). 
L’étude de la glycosylation protéique chez les bactéries est plutôt récente. Toutefois, on sait 
maintenant que cette modification peut influencer la fonction de nombreux facteurs de 
virulence bactériens en plus d’être essentielle pour la physiologie de certaines bactéries 
(10). À l’opposé, le mécanisme d’action de nombreuses glycosyltransférases bactériennes 
ainsi que la variété des substrats ciblés par ces dernières demeurent inconnus.  
 
Malgré les nombreuses similarités au sein de la famille des autotransporteurs 
monomériques, de nombreuses différences persistent et notre compréhension globale de la 
biogenèse des ces protéines demeure toujours incomplète. Une meilleure connaissance de la 
fonction et de la biogenèse des autotransporteurs, incluant le mécanisme de glycosylation 
spécifique aux SAATs, est requise pour bien apprécier leur implication dans la virulence. 
Le but de ce travail de doctorat était donc de caractériser la fonction et la biogenèse d’un 
autotransporter modèle, soit l’adhésine impliquée dans l’adhérence diffuse (AIDA-I) de E. 
coli. Dans cette optique, nous avons étudié, par une approche de mutagenèse aléatoire, la 
base de la multifonctionnalité de AIDA-I et ainsi découvert une nouvelle fonction de cette 
protéine, soit l’invasion cellulaire. Nous avons aussi abordé divers aspects de la biogenèse 
de AIDA-I dont le clivage protéolytique et la glycosylation. Par ces études, nous avons 
réussi à déterminer un nouveau mécanisme de clivage pour la famille des autotransporteurs 
en plus de caractériser une nouvelle famille de O-glycosyltransférases bactériennes 
uniques.  
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Recension des écrits 
 
1. Systèmes de sécrétion bactériens 
 
La base même de l’interaction entre les bactéries ou entre les bactéries et les cellules d’un 
organisme hôte repose sur la capacité des bactéries à exposer à leur surface ou à sécréter 
dans le milieu extracellulaire des molécules effectrices. Pour amener cet arsenal de 
molécules à la surface, les bactéries doivent posséder des systèmes dédiés au transport de 
protéines. Ces systèmes doivent permettre aux protéines de traverser la membrane 
plasmique (membrane interne pour les bactéries Gram négatif) ainsi que le périplasme et la 
membrane externe des bactéries Gram négatif. Les protéines ainsi sécrétées pourront 
ensuite interagir avec les cellules hôtes pour permettre, à titre d’exemple, l’adhésion des 
bactéries, le remodelage du cytosquelette de l’hôte afin de permettre l’invasion ainsi que la 
modulation de la réponse immunitaire. Toutes ces fonctions sont essentielles pour permettre 
la survie et la prolifération des bactéries dans l’organisme hôte (1, 11). De plus, les 
systèmes de sécrétion permettent l’échange d’informations génétiques entre les bactéries, 
contribuant ainsi à la propagation des gènes de résistances aux antibiotiques. Vu 
l’importance de ces systèmes de sécrétion pour le pouvoir pathogène des bactéries, leur 
inhibition est une voie prometteuse pour le développement de nouveaux antibiotiques. Par 
conséquent, une meilleure connaissance des systèmes de sécrétion bactériens ne peut être 
que bénéfique. Au cours de la prochaine section, les principaux mécanismes de sécrétion 
bactériens seront décrits selon la nomenclature établie par Salmond et Reeves (12) et revue 
par plusieurs autres groupes (3, 13). Cette revue va essentiellement être basée sur les 
systèmes de sécrétion de protéines retrouvés chez les bactéries Gram négatif. 
 
1.1. Système de sécrétion Sec 
 
La première barrière à laquelle les protéines sécrétées font face est la membrane plasmique. 
Deux voies de sécrétion majeures existent pour traverser cette membrane, soit le système 
général de sécrétion Sec et le système de sécrétion TAT (twin-arginine translocation), le 
plus important étant le système Sec (Figure 1) (14). Ce dernier, présent chez les bactéries 
Gram positif et Gram négatif ainsi que chez les archaebactéries, est similaire au système 
Sec présent dans la membrane du réticulum endoplasmique des cellules eucaryotes (15). Ce 
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système de sécrétion est d’ailleurs essentiel pour la viabilité dans les trois domaines de la 
vie. En plus d’être requis pour le transport à travers la membrane plasmique, il est aussi 
essentiel pour l’intégration de plusieurs types de protéines membranaires. L’importance de 
ce système est aussi mise en évidence par le fait que plusieurs autres systèmes de sécrétion, 
qui seront discutés dans les prochaines sections, requièrent un transport Sec-dépendant 
préalable des substrats dans le périplasme.  
 
 
 
Figure 1 : Sécrétion des protéines bactériennes à travers la membrane plasmique par le système de 
sécrétion Sec [figure adaptée de la référence (16)]. a. Représentation schématique des différents composants 
du système général de sécrétion Sec chez les bactéries Gram négatif, incluant le translocon SecYEG (jaune), 
l’ATPase SecA (rouge), ainsi que les protéines auxiliaires SecDF, YajC et YidC (vert). b. Schéma général 
simplifié représentant le processus de sécrétion. Les pré-protéines (orange) sont dirigées vers le translocon 
soit par le voie co-traductionnelle SRP-dépendante (bleu) ou par la voie post-traductionnelle SecB dépendante 
(rose) (étape 1). Les pré-protéines sont sécrétées à travers la membrane interne grâce à l’énergie fournit par 
l’ATPase SecA et la force proton motrice (ΔμH+) (étape 2). La signal peptidase permet le clivage des 
séquences signal du côté périplasmique de la membrane interne (étape 3). Les protéines vont être relâchées 
dans le périplasme ou intégrées dans la membrane interne. 
 
 
1.1.1. Le complexe SecYEG 
 
Le translocon Sec, c’est-à-dire la partie du système qui forme un pore dans la membrane 
plasmique et qui permet le passage des polypeptides, est composé de trois protéines, soit 
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SecY, SecE et SecG (17). Ces trois protéines forment un complexe hétérotrimérique. SecY, 
une protéine intégrale de membrane forme un complexe stœchiométrique avec la protéine 
SecE, aussi membranaire, mais de plus petite taille. Ces deux composants sont essentiels 
pour la viabilité. SecY forme à lui seul le pore servant à la translocation des protéines (18) 
tandis que SecE est requis principalement pour la stabilité de SecY (19). La troisième 
composante de ce translocon est la protéine SecG. Cette protéine contient deux segments 
transmembranaires et interagit directement avec SecY (20). Quoique non essentielle, SecG 
semble stimuler la sécrétion, et ce, en facilitant l’interaction de SecA (voir plus bas) avec le 
translocon (21, 22). Toutefois, le mécanisme d’action exact utilisé par SecG reste un sujet 
de controverse (23).  
La première structure publiée du complexe SecYEG provenait de l’archaebactérie 
Methanococcus jannaschii (24). Cette structure représente le complexe sous la forme d’un 
monomère formant un pore d’environ 5 à 8 Å. Comme une chaine polypeptidique sous sa 
forme étendue la plus simple possède une largueur d’environ 4 à 6 Å, le pore formé par le 
complexe subirait d’important changement de conformation (dilation ou extension) pour 
devenir fonctionnel (25, 26). Une étude récente visant à déterminer la taille maximale du 
canal formé par un monomère SecYEG met en évidence que des molécules avec un 
diamètre aussi large que 22-24 Å peuvent être efficacement sécrétées (27). Cette dimension 
de pore serait suffisante pour accommoder des structures secondaires minimales ainsi que 
des polypeptides liés de façon covalente avec d’autres molécules, telles que des sucres. 
Cette observation concorde aussi avec la récente structure du complexe Sec61 (orthologue 
de SecY chez les eucaryotes) en interaction avec un ribosome qui montre clairement qu’un 
seul monomère est requis pour un système fonctionnel (28). 
Toutefois, plusieurs études suggèrent que le complexe SecYEG peut former des 
oligomères, particulièrement des dimères, dans un contexte physiologiquement relevant, 
soit dans une membrane en présence des principaux ligands, tels que SecA et les ribosomes 
(29, 30). Plus spécifiquement, deux modèles pour la formation de dimères, soit le face-à-
face (31) ou le dos-à-dos (32), ont été proposés. Le premier modèle suggère que la présence 
d’un dimère pourrait permettre la formation transitoire d’un pore plus grand et ainsi 
optimiser le processus de translocation (33). Alternativement, le modèle dos-à-dos suggère 
qu’une des deux sous-unités du complexe serait active tandis que l’autre serait inactive tout 
en effectuant des contacts essentiels avec SecA (voir plus bas) (32). Présentement, la 
controverse autour du fonctionnement de ce complexe demeure d’actualité puisqu’aucun 
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des modèles existants ne semblent pouvoir rassembler toutes les informations disponibles 
dans la littérature. 
  
1.1.2. SecA 
 
SecA, un composant unique aux eubactéries et aux chloroplastes, est considéré comme le 
moteur du translocon et fournit l’énergie requise pour le passage des chaines 
polypeptidiques à travers la membrane plasmique ainsi que pour l’insertion latérale des 
protéines membranaires (34). SecA oscille entre le cytoplasme des bactéries, là où elle 
interagit avec les pré-protéines et la périphérie de la membrane plasmique, où elle  
s’associe avec une très forte affinité au complexe SecYEG (35). La structure quaternaire de 
SecA reste un sujet de controverse, malgré la disponibilité de plusieurs structures provenant 
de différents organismes, soit Escherichia coli (36), Mycobacterium tuberculosis (37), 
Bacillus subtilis (38) et Thermus thermophilus (39). Dans tous ces cas, un dimère a été 
observé. Par contre, l’orientation des sous-unités dans le dimère varie d’une étude à l’autre. 
Malgré le fait que ces structures présentent un dimère de SecA, plusieurs études apportent 
des arguments favorisant un modèle où SecA agirait de façon monomérique (40-42). De 
plus, une structure récente montre un monomère de SecA en complexe avec SecY, 
délimitant ainsi l’unité minimale de ce complexe de sécrétion (43). Ces divergences entre 
les études proviennent principalement du fait que SecA est une molécule dynamique qui, 
possiblement, oscille entre différentes conformations rendant ainsi l’analyse des résultats 
plus complexe.  
Structuralement, SecA fait partie de la superfamille 2 des protéines contenant un motif 
DExH/D (44). Cette famille inclus, entre autres, des enzymes capables de modifier les 
acides nucléiques et des hélicases ATP-dépendantes servant à dérouler l’ADN ou l’ARN.  
Suite à l’interaction avec une pré-protéine, SecA, lié au complexe SecYEG, va effectuer 
des cycles d’insertion/désinsertion modulés par l’hydrolyse de l’ATP (45). Chaque cycle va 
permettre le passage d’environ 30 acides aminés dans le translocon et plusieurs cycles vont 
être requis pour permettre la sécrétion d’un polypeptide complet (46). Bien que l’hydrolyse 
de l’ATP est une source d’énergie essentielle pour plusieurs étapes du processus de 
sécrétion, la force proton motrice (FPM) est aussi utilisée pour alimenter énergétiquement 
le système (47). La FPM a d’ailleurs été impliquée dans le processus de translocation, pour 
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stimuler la relâche de l’ADP de SecA suite à l’hydrolyse de l’ATP ainsi que pour 
l’ouverture de canal formé par SecYEG afin de faciliter la sécrétion.  
 
1.1.3. Autres composants du système Sec 
 
Le translocon SecYEG s’associe aussi avec d’autres composants membranaires, dont les 
protéines SecD et SecF. Ces deux composants forment un complexe et, quoique non 
essentiel, leur délétion entraine une inhibition de croissance ainsi qu’un problème sévère  
de sécrétion (48). La structure de ce complexe a récemment été résolue, permettant ainsi de 
mieux comprendre le fonctionnement du système Sec (49). Globalement, le modèle suggéré 
par cette étude propose que ces deux protéines ainsi que la FPM sont requises pour les 
étapes post initiation du processus de sécrétion, et ce, indépendamment de SecA ou de 
l’ATP comme source d’énergie. Plus précisément, le domaine périplasmique de SecD 
interagirait directement avec la chaine polypeptide à sa sortie du translocon, ce qui 
provoquerait un changement de conformation de SecDF, favorisant ainsi le maintien du 
polypeptide du côté périplasmique. La relâche subséquente du polypeptide par le complexe 
SecDF et le retour à la conformation initiale seraient couplés avec le mouvement des 
protons à travers la membrane. Toutefois, d’autres études vont être requises pour confirmer 
cet attrayant modèle. 
Un autre composant associé au système de sécrétion Sec est YidC. Cette protéine semble 
avoir un rôle unique pour l’intégration des protéines intégrales de membrane (50). Le 
modèle courant pour le mécanisme d’action de YidC suggère que cette dernière interagit de 
façon transitoire avec le système Sec, par la formation d’un complexe avec SecDF (51). Il 
est important de noter que certaines études montrent que YidC peut aussi permettre 
l’insertion de protéines membranaires, indépendamment du système Sec. Toutefois, peu de 
substrats ont été identifiés et ces observations impliquent généralement des sous-unités 
d’importants complexes membranaires comme la F1F0ATPsynthase (52).  
 
1.1.4. Recrutement des pré-protéines au complexe SecYEG 
 
La reconnaissance des protéines destinées à être sécrétées se fait très rapidement, dès le 
début du processus de traduction (53). À la sortie du ribosome, les chaines polypeptidiques 
peuvent interagir avec la ribonucléoprotéine SRP (signal recognition particule) (54). SRP 
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est une chaperonne cytoplasmique, formée de la protéine Ffh (fifty-four homologue) et de 
l’ARN 4.5S (55). Cette interaction entre SRP et le complexe ribosome-chaine naissante 
provoque une pause ou un ralentissement de la traduction pour ainsi permettre au complexe 
nouvellement formé de rejoindre le récepteur membranaire de SRP, soit FstY. Suite à 
l’hydrolyse du GTP, SRP se dissocie du complexe. FtsY, le ribosome et la chaine naissante 
vont ensuite interagir avec le translocon SecYEG et ainsi permettre un couplage entre la 
traduction et la sécrétion (sécrétion co-traductionnelle) (56). Ce mécanisme d’action pour le 
fonctionnement de la voie SRP est probablement assez simplifié puisque récemment, il a 
aussi été démontré qu’un complexe membranaire FtsY-SRP pouvait directement recruter un 
ribosome associé avec une chaine naissante à la membrane plasmique, et ce, 
indépendamment de la séquence signal (57). Cette étude suggère donc qu’au moins une 
voie alternative existe pour la sécrétion co-traductionnelle.  
 
Alternativement, les pré-protéines qui ne sont pas reconnues par SRP à la sortie du 
ribosome peuvent interagir avec le TF (trigger factor) (54). La fixation du TF à une 
séquence signal va empêcher une liaison subséquente avec SRP et ainsi diriger le 
polypeptide vers la voie de sécrétion post-traductionnelle. Dans ce cas, la synthèse du 
polypeptide se fait entièrement dans le cytoplasme avant la sécrétion. Chez plusieurs 
bactéries (les protéobactéries plus particulièrement), la chaperonne cytoplasmique SecB va 
venir se fixer sur une région interne de la protéine pour maintenir cette dernière dans un état 
déplié et compatible avec la machinerie de sécrétion Sec (58). Le complexe SecB-pré-
protéine va ensuite être recruté au niveau de la membrane plasmique par une interaction 
directe avec SecA. La relâche de SecB de ce complexe est liée à la fixation d’une molécule 
d’ATP sur SecA, ce qui a pour conséquence d’amorcer l’initiation de la sécrétion (59). Il 
est à noter que SecB ne se fixe pas à toutes les protéines sécrétées de façon post-
traductionnelle et peut aussi agir à titre général de chaperonne cytoplasmique (60). D’autres 
chaperonnes cytoplasmiques, telles que SecA, DnaK et DnaJ, peuvent aussi promouvoir 
une sécrétion post-traductionnelle (54, 61, 62).   
 
Une question fondamentale par rapport à ce système de sécrétion est la suivante: quel est le 
signal reconnu par ces différentes voies de recrutement cytoplasmiques? La majorité des 
protéines qui sont destinées vers les espaces extra-cytoplasmiques sont synthétisées sous 
forme de pré-protéines, ce qui signifie qu’elles possèdent une séquence signal N-terminale 
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qui va être clivée suite au passage au travers du translocon par une signal peptidase (63). 
Une séquence signal typique pour le système Sec fait généralement entre 20 et 30 acides 
aminés (64). La composition en acides aminés de cette séquence est particulière et peut être 
divisée en trois sous-domaines : Un domaine N-terminal, nommé domaine n, qui contient 
au moins un acide aminé chargé positivement, un domaine central h qui est riche en résidus 
hydrophobes et le domaine polaire c qui contient le motif reconnu pour le clivage par la 
signal peptidase. Plusieurs des chaperonnes mentionnées précédemment (SRP et le TF 
principalement) interagissent avec la protéine L23 du ribosome, les plaçant directement au 
site de sortie du polypeptide. De plus, SecA semble aussi pouvoir reconnaître une séquence 
signal dès son émergence du ribosome (54). Il est donc généralement accepté que, dès que 
le polypeptide commence à être exposé, son interaction avec une ou plusieurs de ces 
chaperonnes cytoplasmiques va guider la pré-protéine vers une des voies menant au 
système de sécrétion Sec. 
Depuis longtemps, il est connu que SRP se lie préférentiellement aux séquences signal 
hydrophobes (65). Quoique cette hydrophobicité soit nécessaire, elle n’est toutefois pas 
suffisante pour expliquer la reconnaissance par SRP (66). En effet, d’autres facteurs, tels 
que la prédisposition des polypeptides à former des structures hélicales ainsi que la 
présence de résidus à nature basique dans la région N-terminale de la séquence signal, 
peuvent influencer la liaison de SRP (65, 67). Il est à noter que les substrats bactériens de 
cette chaperonne sont majoritairement des protéines intégrales de membrane (68). Un motif 
de reconnaissance a aussi été suggéré pour le TF. Ce dernier correspond à une séquence de 
8 acides aminés possédant un nombre élevé de résidus basiques ou aromatiques et 
possédant une charge nette positive (69). Ce motif revient environ tous les 32 acides aminés 
dans un polypeptide déplié mais est beaucoup plus rare dans une protéine correctement 
repliée. Le modèle présentement suggéré est donc que SRP et le TF sont en compétition 
pour une interaction avec le polypeptide qui émerge du ribosome (70). La présence d’un 
segment hydrophobe stabiliserait l’interaction avec SRP tout en inhibant la fixation du TF. 
Toutefois, étant donné la présence d’une multitude de chaperonnes et enzymes à proximité 
des chaines naissantes à leur sortie du ribosome, ce modèle paraît bien simplifié.  
Une nouvelle avenue d’étude suggère que les propriétés structurales du polypeptides à 
l’intérieur même de ribosome pourraient servir de signal entrainant le recrutement de 
différents facteurs au site de sortie du ribosome (71, 72). Une étude décrit d’ailleurs ce type 
d’interaction pour le translocon Sec61p chez les eucaryotes (73). Quoique que peut de 
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données sont actuellement disponibles sur ce type de « signal » servant au recrutement de 
chaperonnes, ce nouveau mode de signalisation intra-ribosomal va certainement prendre de 
l’ampleur au cours des prochaines années. 
 
1.2. Système de sécrétion TAT 
 
Le second système de sécrétion général localisé dans la membrane plasmique est le système 
TAT. Contrairement au système Sec, qui permet la sécrétion de polypeptides dépliés 
uniquement, le système TAT transporte à travers la membrane des protéines repliées (74). 
Chez la plupart des bactéries, seulement un petit nombre de protéines vont utiliser cette 
voie de sécrétion alors que chez les archaebactéries, ce système est beaucoup plus 
important (75, 76). La plupart des substrats de TAT sont des protéines de type oxido-
réductases qui ont besoin de co-facteurs pour leur action, telles que certaines enzymes 
impliquées dans la respiration anaérobie (77).  
Les substrats destinés au système TAT possèdent une séquence signal différente de celle 
reconnue par le système Sec (78). À titre comparatif, la région n des séquences signal pour 
le système de sécrétion TAT est généralement plus longue, la région h moins hydrophobe et 
la région c qui, riche en acides aminés chargés positivement, sert de motif d’exclusion pour 
le système Sec. De plus, ces séquences signal ont un motif caractéristique retrouvé entre la 
région n et h, soit la séquence Z-R-R-x--, où Z est un résidu polaire et  un résidu 
hydrophobe. Les deux arginines sont les principales composantes de ce motif. 
La sécrétion par le système TAT se fait de façon post-traductionnelle puisque les substrats 
sont repliés avant leur transport. Cela signifie que ces polypeptides doivent être pris en 
charge par des chaperonnes cytoplasmiques pour promouvoir un repliement adéquat ainsi 
que pour éviter d’être dirigés vers le système Sec ou de subir une sécrétion prématurée via 
le système TAT. Les chaperonnes cytoplasmiques générales qui interagissent avec la 
séquence signal des ces substrats sont principalement DnaK et SlyD (79). Toutefois, 
certaines protéines possèdent leur propre chaperonne. C’est les cas pour la TMAO 
réductase (TorA) de E. coli qui possède sa chaperonne spécifique TorD. TorD permet ainsi 
un repliement efficace de TorA tout en prévenant une dégradation prématurée de la 
séquence signal (80).  
Le translocon du système Tat est composé d’un minimum de deux protéines, TatA et TatC 
(81). Toutefois, chez les protéobactéries ainsi qu’au niveau des chloroplastes, une troisième 
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composante, TatB, est requise pour le fonctionnement optimal du système (82). TatB et 
TatC forment un complexe membranaire chez E. coli qui va permettre le recrutement des 
substrats au translocon (83). C’est la protéine TatC qui va lier directement le motif double 
arginine de la séquence signal (84). TatA est recruté au complexe TatBC uniquement suite 
à la fixation d’un substrat, en présence de la source d’énergie requise pour ce système de 
sécrétion, soit la FPM (84). Cette protéine forme des oligomères de taille importante qui 
peuvent varier entre 34 kDa et plus de 500 kDa et représente le composant qui forme le 
pore membranaire (85). Le mécanisme utilisé par ce système de transport consiste à 
moduler la dimension du pore formé par TatA afin de laisser passer des substrats de 
grosseur variable tout en préservant l’intégrité membranaire. Ce système de sécrétion est 
donc bien différent du système Sec et n’est requis, du moins chez les protéobactéries, que 
pour quelques protéines avec une biogenèse bien particulière.  
 
1.3. Système d’insertion des protéines de membrane externe (complexe Bam) 
 
Les protéines transportées à travers la membrane interne des bactéries Gram négatif 
peuvent ensuite rester dans le périplasme ou se diriger vers la membrane externe pour y être 
intégrées ou être sécrétées dans le milieu extracellulaire. Jusqu’à récemment, le mécanisme 
impliqué dans l’insertion des protéines de membrane externe était inconnu. Ce dernier a été 
découvert chez Neisseria meningitidis en 2003 (86). Malgré la découverte plutôt récente, 
les connaissances sur ce système sont maintenant plutôt nombreuses et plusieurs structures 
sont aussi disponibles pour différents composants du système Bam (β-barrel assembly 
machine) (Figure 2).  
À la sortie du complexe Sec, les protéines de membrane externe doivent traverser le 
périplasme tout en restant dans un état de repliement compatible avec leur destination 
finale. Pour ce faire, ces protéines vont être prises en charge par des chaperonnes 
périplasmiques. La principale chaperonne impliquée dans le transport de ces protéines est 
SurA, une PPIase (peptidyl-prolyl-isomérase) (87). Une voie alternative existe et requière 
les chaperonnes Skp et DegP. Toutefois, cette seconde voie serait moins importante et 
servirait surtout en cas de stress important. D’autres PPIases, telles que FkpA, PpiA et PpiD 
pourraient aussi jouer un rôle secondaire dans le transport de ces protéines de membrane 
externe. 
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Figure 2 : Biogenèse des protéines de membrane chez les bactéries Gram négatif [figure adaptée de la 
référence (88)]. Les protéines intégrales de membrane sont synthétisées dans le cytoplasme puis transportées 
dans le périplasme par le système Sec. Les protéines intégrales de membrane interne sont intégrées dans la 
membrane lors du processus de translocation par le système Sec. Les protéines destinées à la membrane 
externe vont traverser le périplasme dans un état majoritairement déplié grâce à l’aide de chaperonnes 
périplasmiques telles que SurA, Skp et DegP. Le repliement et l’insertion dans la membrane externe se fait 
avec l’aide du complexe Bam (BamA - BamE). 
 
 
Le composant central du système Bam est la protéine membranaire essentielle BamA (89). 
On retrouve des homologues de BamA chez toutes les bactéries Gram négatif ainsi que 
dans les mitochondries et chloroplastes (90). Cette protéine est ancrée dans la membrane 
externe par un domaine qui forme un tonneau β. La structure du domaine périplasmique de 
BamA retrouvé chez E. coli a été résolue et consiste en cinq domaines POTRA 
(polypeptide transport associated domains) (91, 92). Chacun de ces domaines se replient 
individuellement et forment un arrangement composé de deux hélices α repliées sur un 
feuillet β comprenant 3 brins. Ces domaines POTRA interagissent avec les substrats 
destinés à la membrane externe tout en faisant des contacts avec les quatre autres 
composants du système, soit les lipoprotéines BamB, C, D et E.  
Comme pour tout système de sécrétion/insertion de protéines, la question du signal reconnu 
par la machinerie pour identifier les substrats potentiels est un point déterminant. Dans le 
cas du complexe Bam, il a été suggéré qu’un motif, qui consiste en une phénylalanine C-
terminale ainsi que la présence de résidus hydrophobes aux positions 3, 5, 7 et 9 depuis 
l’extrémité C-terminale, servirait de signal de reconnaissance (93). D’autres études ont 
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aussi montré, par pontage chimique, que SurA se situait à proximité de BamA et BamB 
(87). Ceci suggère un modèle attrayant où un polypeptide qui sort du translocon Sec serait 
pris en charge par la chaperonne SurA et ensuite dirigé vers le complexe Bam, où BamB 
faciliterait le recrutement de SurA lié à une protéine substrat puis le transfert vers BamA. 
Toutefois, ce modèle reste à confirmer.  
Le rôle des chaperonnes périplasmiques est de garder un polypeptide dans un état 
principalement déplié. Cela signifie que le complexe Bam est impliqué autant dans le 
repliement que dans l’insertion des protéines de membrane externe. Basé sur les structures 
disponibles des domaines POTRA de BamA, il a été suggéré que ces derniers peuvent avoir 
un rôle dans le repliement des substrats par un mécanisme nommé l’augmentation β (94). Il 
est à noter que la vaste majorité des protéines intégrales de membrane externe ont une 
structure riche en brins β. Dans ce modèle, l’interaction de BamA avec son substrat se ferait 
principalement par la reconnaissance d’une structure secondaire et serait l’élément 
déclencheur pour l’initiation du repliement (92). Toutefois, comme les domaines POTRA 
sont périplasmiques, il est logique de penser que d’autres composants du complexe vont 
être impliqués dans les étapes plus tardives du repliement ainsi que dans le processus même 
d’insertion dans la membrane externe. Ces étapes sont d’ailleurs les moins bien connues et 
plusieurs modèles ont été proposés. Le premier modèle suggère que les nouvelles protéines 
auraient accès à la membrane externe via le centre du pore formé par le tonneau β de 
BamA. Ceci signifie que le tonneau de BamA devrait se « briser », c’est-à-dire que les liens 
hydrogènes maintenant ensemble les brins β devraient être temporairement rompu pour 
permettre la diffusion de la nouvelle protéine dans la membrane. Cette hypothèse est 
appuyée par une récente étude qui démontre que BamA forme un tonneau β moins stable 
que la plupart des autres protéines de membrane externe chez E. coli (95). Le deuxième 
mécanisme évoqué propose que différents complexes Bam formeraient un oligomère de 
grande taille, générant ainsi une cavité centrale hydrophobe permettant l’insertion d’une 
nouvelle protéine. Ce modèle se base principalement sur l’observation que BamA peut 
former des oligomères in vitro (93). BamCDE, autres composants du système, pourraient 
aussi être impliqués dans cette étape tardive d’insertion. Malgré le fait que plusieurs 
structures sont disponibles pour ces composants (96, 97), on possède toujours très peu 
d’informations sur leur rôle fonctionnel exact et tous ces modèles sont encore au stade 
hypothétique. 
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1.4. Autres systèmes de sécrétion  
 
Comme mentionné au début de cette section, les protéines sécrétées sont essentielles pour 
les interactions entre les bactéries et leur environnement ainsi qu’avec un organisme hôte, 
et par conséquent, les bactéries possèdent une multitude de système permettant la sécrétion 
de molécules dans le milieu extracellulaire. Au cours de cette section, quelques uns des 
systèmes de sécrétion spécifiques aux bactéries Gram négatif seront brièvement discutés 
(Figure 3). Toutefois, ceci ne correspond pas à une revue exhaustive de tous les systèmes 
de sécrétion bactériens, puisque les systèmes spécifiques à l’assemblage des pili (98), des 
curli (99), des lipoprotéines (100), des LPS (101) ainsi que le système de sécrétion de type 
VII absent chez les bactéries Gram négatif (102), ne seront pas discutés.  
 
 
 
 
Figure 3 : Systèmes de sécrétion retrouvés chez les bactéries Gram négatif [figure adaptée de la référence 
(103)]. Représentation schématique des systèmes de sécrétion bactériens de type I à V. Les connections 
entrent les différents systèmes sont illustrées. Abréviations : IM, membrane interne; OM, membrane externe; 
TU, unité de translocation (aussi appelé domaine β); NTP : nucléotide tri-phosphate; MFP, protéine 
membranaire de fusion; ABC, ATP-binding cassette exporter; OMP, protéine de membrane externe.  
 15
 
1.4.1. Système de sécrétion de type I 
 
Le système de sécrétion de Type I permet à un substrat d’être sécrété directement dans le 
milieu extracellulaire à partir du cytoplasme, et ce, sans intermédiaire périplasmique stable. 
Trois composants majeurs sont requis pour permettre la sécrétion, soit un ABC (ATP-
binding cassette exporter) transporteur dans la membrane interne, une protéine 
membranaire de fusion (PFM) aussi ancrée dans la membrane interne mais possédant un 
large domaine périplasmique, ainsi qu’une protéine de membrane externe présentant une 
homologie structurale avec la protéine trimérique TolC (104). Les substrats de ce système 
de sécrétion varient énormément en terme de fonction, incluant des adhésines, des 
protéases, des phosphatases, des lipases, des nucléases ainsi que des toxines (105). Le 
premier substrat identifié a été l’alpha hémolysine (HlyA) sécrétée par des souches de E. 
coli uropathogènes (106). Parmi les protéines sécrétées par ce système, les plus connues 
sont l’adénylate-cyclase de Bordetella pertussis (107) ainsi que la Colicine V de E. coli 
(108). Le signal reconnu par cette machinerie correspond à une séquence C-terminale 
pouvant contenir environ 50 acides aminés et qui n’est pas clivée lors du processus de 
sécrétion (109). Toutefois, aucun motif particulier dans cette séquence n’a pu être identifié 
à ce jour. Étant donné la localisation de ce signal, le système de sécrétion de Type I 
transporte des polypeptides de façon post-traductionnelle. 
Le modèle général pour le mécanisme d’action suggère que c’est l’ABC transporteur qui 
reconnaît les substrats, dicte la spécificité du système et permet le transport à travers la 
membrane interne. Toutefois, certaines protéines, telle que la dispersine de E. coli, 
semblent être sécrétées par ce système à partir du périplasme, utilisant le système Sec pour 
accéder à ce compartiment (110). Les autres composants, soit la protéine adaptatrice PMF 
ainsi que de la protéine formant le pore dans la membrane externe (TolC), vont être recrutés 
de façon séquentielle uniquement en présence d’un substrat (105).  Il est aussi à noter que 
la fonction de TolC n’est pas restreinte à la sécrétion de polypeptides en provenance du 
système de sécrétion de type I, mais est aussi un composant des pompes à efflux 
bactériennes (111).  
 
 
 
 16
 
1.4.2. Système de sécrétion de type II 
 
Le système de sécrétion de type II a été le premier système de sécrétion spécifique décrit 
chez les bactéries Gram négatif. Historiquement, ce système a déjà reçu l’appellation de 
branche terminale principale (MTB) du système général de sécrétion (GPS) (112). Le 
modèle d’étude pour ce système est celui trouvé chez Klebsiella oxytoca, qui permet la 
sécrétion de la pullulanase PulA (113, 114). Ce système permet la sécrétion de plusieurs 
types de protéines, telles que des toxines, protéases, cellulases ou lipases, et a été relié à la 
pathogenèse de certaines bactéries, dont Legionella pneumophila (115).  
Le système de sécrétion de type II forme un complexe trans-enveloppe qui comporte entre 
12 et 15 composants (116). Au niveau de la membrane interne, plusieurs protéines (T2S L, 
M et F) forment un complexe stable qui va servir de plateforme pour la liaison au 
composant T2S E, une ATPase cytoplasmique qui fournit l’énergie requise pour la 
sécrétion. Ce complexe est relié aux composants de la membrane externe par une protéine 
(nommée T2S C) ancrée au niveau de la membrane plasmique. Les composants de la 
membrane interne servent aussi d’ancrage pour la formation d’un pseudopilus, structure qui 
traverse le périplasme et qui présente une homologie structurale avec les pili de type IV 
(117, 118). Ce pseudopilus est formé par la sous-unité majeure T2S G ainsi que par quatre 
sous-unités mineures, soit H, I, J et K, où les composants I, J et K forment l’extrémité du 
pseudopilus. Au niveau de la membrane externe, le composant majeur est la sécrétine (T2S 
D). Dans une structure obtenue par microscopie électronique, il est montré que la sécrétine 
de Vibrio cholerae forme un oligomère possédant un diamètre interne de 55 Å, soit une 
dimension suffisante pour permettre le passage de la toxine cholérique complètement 
repliée (119). L’assemblage de la sécrétine au niveau de la membrane externe requière la 
présence d’une pilotine spécifique qui prévient une oligomérisation précoce de la sécrétine 
(120). 
Les substrats du système de sécrétion de type II sont sécrétés par un processus qui requiert 
deux étapes distinctes (116). Tout d’abord, les protéines cibles sont transportées dans le 
périplasme par l’intermédiaire des systèmes généraux de sécrétion, soit Sec ou Tat. Dans le 
périplasme, les substrats complètement repliés vont interagir avec la machinerie de 
sécrétion et vont être poussés vers la sécrétine par l’action du pseudopilus, qui agit de façon 
similaire à un piston.  
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1.4.3. Système de sécrétion de type III 
 
Le système de sécrétion de type III est un système de sécrétion bactérien plus complexe que 
ceux décrits précédemment. Ce dernier est composé d’un minimum de 20 composants 
structuraux et peu compter en général entre 4 et 20 protéines sécrétées, sans mentionner que 
certaines des ces protéines requièrent la présence d’une chaperonne cytoplasmique 
spécifique (121). La beauté de ce système repose sur sa capacité à prendre en charge des 
molécules effectrices du cytoplasme bactérien pour les introduire directement dans le 
cytosol de la cellule eucaryote ciblée. Ce mode de livraison des substrats est 
particulièrement efficace et limite les risques de dégradation prématurée des molécules 
effectrices par un passage dans le milieu extracellulaire.  
Ce système de sécrétion est retrouvé chez plusieurs espèces bactériennes pathogènes, telles 
que Pseudomonas, Yersinia, Shigella, Salmonella et E. coli. En fait, il existe présentement 
sept familles de systèmes de sécrétion de type III, classification principalement basée sur 
une homologie entre les composants structuraux du système (121). Toutefois, le profil de 
protéines effectrices varie énormément entre les différentes espèces bactériennes, reflétant 
une différence dans leurs modes de vie respectifs (122). Par contre, ces effecteurs vont 
souvent cibler des protéines eucaryotes impliquées dans le réarrangement du cytosquelette, 
le maintien de l’intégrité membranaire ou l’induction de l’apoptose (123). 
Globalement, cette machinerie de sécrétion peut se diviser en trois complexes distincts, soit 
le corps basal, la « seringue » et le translocon (124). Le corps basal correspond à la partie 
de la machinerie qui traverse l’enveloppe bactérienne en formant une structure en forme 
d’anneau au niveau de la membrane interne et externe. Ce complexe est connecté à une 
ATPase, protéine de membrane interne qui fait face au cytoplasme et qui fournit l’énergie 
au complexe. Le corps basal est associé à la seringue, qui s’étend au delà de la membrane 
externe dans le milieu extracellulaire. Cette seringue agirait comme canal permettant le 
passage des effecteurs. Le diamètre interne de la seringue fait entre 2 et 2.5 nm, permettant 
le passage de protéines dépliées ou minimalement repliées uniquement (125). Le translocon 
ne s’assemble que lorsque qu’un contact préalable entre la bactérie et la cellule eucaryote 
cible a été établi (126). Les composants du translocon sont sécrétés via le corps basal et la 
seringue pour atteindre la surface de la cellule cible. Leur fonction principale est de former 
un pore dans la membrane de la cellule eucaryote permettant ainsi le passage subséquent 
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des protéines effectrices. Évidemment, l’assemblage de cette machinerie ainsi que la 
sécrétion des effecteurs sont des processus soumis à une régulation complexe (127). Il est à 
noter que cette machinerie de sécrétion est très similaire à celle permettant la formation du 
flagelle, et que ces deux systèmes proviendraient d’un ancêtre commun (128).  
 
1.4.4. Système de sécrétion de type IV 
 
Le système de sécrétion de type IV (SST4) est particulier puisque, en plus de promouvoir la 
sécrétion de protéines effectrices, il permet aussi le transfert d’ADN. Ce transfert d’ADN 
entre souches/espèces bactériennes est aussi reconnu comme une cause possible de 
l’émergence de résistance multiple aux antibiotiques (129). Trois types de SST4 ont été 
décrits (130). Le premier correspond aux systèmes de conjugaison, qui permettent le 
transfert d’ADN d’une cellule à une autre de façon contact-dépendant. Ce type de SST4 est 
le plus répandu et se retrouve aussi chez les bactéries Gram positif et certaines espèces 
d’archaebactéries. Le deuxième type permet l’acquisition ou la relâche d’ADN directement 
à partir du milieu environnant. Ce système est toutefois retrouvé uniquement chez 
Helicobacter pylori (système Com, import d’ADN) et Neisseria gonorrhoeae (système 
GGI, relâche d’ADN) (131, 132). Le dernier type de SST4 sert à la sécrétion d’effecteurs 
bactériens et sera discuté plus en détail dans cette section.  
Ce système de sécrétion est un élément essentiel pour plusieurs espèces bactériennes. À 
titre d’exemple, la bactérie intracellulaire facultative Legionella pneumophila utilise le 
SST4 Dot/Icm pour sécréter près de 300 effecteurs potentiels afin de survivre et de se 
multiplier à l’intérieur des macrophages (133). Tout comme le système de sécrétion de type 
III, le SST4 permet la sécrétion d’effecteurs du cytoplasme bactérien au cytosol de la 
cellule eucaryote cible. Une seule exception à cette règle a été décrite, soit pour la toxine 
pertussis de type AB qui est sécrétée à partir du périplasme par le système Ptl retrouvé chez 
Bordetella pertussis (134). Le système commun aux bactéries Gram négatif comprend un 
minimum de douze composants structuraux et leur nom, VirB1 à 11 et VirD4, se base sur 
l’étude du SST4 de Agrobacterium tumefaciens (135). Au niveau de la membrane interne, 
on retrouve trois composants qui forment le corps du complexe, soit VirB6, 8 et 10. Ce 
complexe est aussi associé à trois ATPases requises pour fournir l’énergie, soit VirB4, 11 et 
VirD4 (136). Deux lipoprotéines, VirB7 et 9, sont impliquées dans la formation d’un pore 
au niveau de la membrane externe (137, 138). Toutefois, le pore est directement formé par 
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le domaine C-terminal de VirB10 (139). Finalement, VirB2 et VirB5 constituent les pilines 
majeures et mineures, respectivement, du pilus extracellulaire associé au SST4 (140, 141).  
Deux récentes structures du complexe VirB7-9-10 (TraN, O et F) de E. coli ont été 
publiées, fournissant ainsi une meilleure image du complexe formé par le SST4 (139, 142). 
Ce dernier forme plusieurs anneaux distincts, chacun composé de 14 sous-unités 
protéiques, traversant ainsi l’enveloppe cellulaire, de la membrane interne à la membrane 
externe. Ce complexe formerait le canal par lequel passe les substrats lors du processus de 
sécrétion. Le rôle exact du pilus du SST4 est toujours sujet de débat. Une fonction de canal 
permettant le passage des substrats ainsi qu’une fonction dans l’adhésion lui ont déjà été 
attribuées (143, 144). Toutefois, certaines mutations dans les composants du système 
permettent de séparer la présence du pilus et la sécrétion d’effecteurs, suggérant ainsi que le 
pilus n’est pas essentiel pour la sécrétion (145).  
 
1.4.5. Système de sécrétion de type V 
 
Le système de sécrétion de type V (SST5) est, selon moi, le plus simple de tous les 
systèmes de sécrétion présents chez les bactéries. Avec plusieurs centaines de membres 
identifiés, les protéines sécrétées via le système de sécrétion de type V représentent une des 
plus importantes familles de facteurs de virulence bactériens (Figure 4). Trois sous-familles 
font historiquement partie de ce système, soit les autotransporteurs monomériques (type 
Va), les autotransporteurs trimériques (type Vc) et les systèmes de sécrétion à deux 
partenaires (TPS, type Vb) (3). Toutefois, les auteurs d’une revue publiée récemment ont 
refait la classification des systèmes de sécrétion de type V pour y inclure deux nouvelles 
sous-familles, les type Vd et Ve. Une brève description de ces sous-familles sera faite dans 
cette section, excluant la famille des autotransporteurs monomériques puisqu’une section 
complète lui est dédiée (voir section 3 - autotransporteurs monomériques). 
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Figure 4 : Système de sécrétion de type V [adaptée de la figure 1a de la référence (146)]. Représentation 
schématique des différentes sous-familles du système de sécrétion de type V. Brun, domaine β ou domaine de 
translocation; orange, domaine périplasmique; vert pâle, domaine de jonction ou domaine TPS; vert foncé, 
domaine passager. 
 
 
Les autotransporteurs trimériques (type Vc) sont retrouvés chez des espèces bactériennes 
d’importance médicale, telles que E. coli, Haemophilus, Neisseria meningitidis, Yersinia 
pestis, parmi plusieurs autres (147), ainsi que chez des espèces commensales ou retrouvées 
dans l’environnement. Tous les autotransporteurs trimériques décrits sont des protéines 
localisées dans la membrane externe avec comme fonction prédominante, l’adhésion (148). 
Une variété de ligands pour cette famille de protéines a été identifiée, incluant des 
récepteurs cellulaires spécifiques ainsi que des protéines de la matrice extracellulaire. De 
plus, certaines de ces protéines sont aussi importantes pour moduler la réponse immunitaire 
de l’hôte (149) ou sont impliquées dans des phénotypes tels que la formation de biofilm et 
l’autoagglutination (150). 
Les autotransporteurs trimériques sont des protéines homotrimériques obligatoires, ce qui 
signifie que l’oligomérisation est requise pour leur localisation, stabilité et fonctionnalité 
(151). Leur structure générale correspond à un domaine C-terminal extrêmement bien 
conservé ainsi qu’un domaine passager N-terminal de longueur variable, exposé dans le 
milieu extracellulaire et responsable de la fonctionnalité de la protéine. Le domaine C-
terminal correspond à un tonneau β formé de 12 brins β, où chaque monomère contribue 
pour 4 brins β (152). Ce tonneau va permettre le passage du domaine extracellulaire à 
travers la membrane externe (153). Le mécanisme exact de sécrétion est toujours un sujet 
de débat et sera abordé en détail dans la section des autotransporteurs monomériques. 
Toutefois, le modèle général suggéré est que les chaines polypeptidiques correspondant au 
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domaine passager traversent la membrane externe via le pore formé par le tonneau β, et ce, 
avec l’aide du complexe Bam (146).  
L’organisation structurale du domaine extracellulaire est conservée et correspond à une 
structure modulaire, les principaux modules étant la tige et la tête (154). La tige forme une 
structure étendue (coiled-coil) qui permet de positionner la tête loin de la membrane 
bactérienne (155). La structure de la tête de YadA a été la première résolue et correspond à 
un rouleau β gauche comportant 9 tours (156). Depuis, plusieurs autres structures ont été 
publiées montrant des variations dans le domaine de tête, malgré une forte prévalence de 
structures riches en brins β (147). Ce module de tête riche en brin β est retrouvé chez tous 
les autotransporteurs trimériques et peut même être présent en plusieurs copies, comme 
c’est le cas pour BpaA retrouvé chez Burkholderia pseudomallei (157, 158).  
Quel est l’avantage d’exposer trois copies d’une même protéine, liées de façon covalente, à 
la surface de la bactérie? Cette caractéristique structurale propre aux autotransporteurs 
trimériques peut servir de plusieurs façons. L’architecture trimérique de ces protéines 
confère une résistance accrue aux protéases ainsi qu’à divers détergents, augmentant ainsi 
leur stabilité. De plus, cette architecture particulière permet à la bactérie d’exposer trois 
faces identiques de la protéine, permettant ainsi d’avoir plusieurs domaines adhésion 
similaires sur une même molécule. Cette caractéristique suggère que la protéine peut établir 
une interaction multivalente avec son récepteur et, par conséquent, augmenter l’affinité et la 
stabilité de cette interaction. 
 
La principale caractéristique des systèmes de sécrétion à deux partenaires (TPS, Type Vb) 
est que la sécrétion de la protéine effectrice (TpsA) requière une seconde protéine (TpsB) 
pour le passage à travers la membrane externe (159). En fait, l’organisation des systèmes 
TPS est très similaire à celle des autotransporteurs, à l’exception que le domaine passager 
et le domaine β se retrouvent sur deux polypeptides différents. Les deux principaux 
systèmes TPS étudiés sont FHA/FhaC, une hémagglutinine filamenteuse de Bordetella 
pertussis, et l’adhésine HMW1/HMW1B de Haemophilus influenzae. Malgré le fait que ces 
deux protéines modèles font partie de la même famille, leur biogenèse comporte quelques 
différences majeures qui méritent d’être discutées.  
De façon générale, les protéines TpsA ont des caractéristiques structurales assez bien 
conservées; ce sont des protéines de grande taille (souvent plus de 3 000 acides aminés), 
leur séquence est formée de motifs répétés et elles adoptent préférentiellement une structure 
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en forme d’hélice β (157). Plusieurs fonctions ont été décrites pour les protéines TpsA, 
telles qu’une implication dans l’adhésion et l’invasion de cellules eucaryotes, une action 
cytotoxique ou un rôle direct dans l’inhibition de la croissance de façon contact dépendant 
(159, 160). Toutes les protéines TpsA possèdent une séquence signal permettant leur 
transport dans le périplasme via le système Sec. Le domaine TPS ou domaine de sécrétion 
est une région N-terminale d’environ 300 acides aminés qui est retrouvée chez toutes les 
protéines TpsA (161, 162). Ce domaine TPS est nécessaire et suffisant pour permettre 
l’interaction avec le TpsB et promouvoir la sécrétion à travers la membrane externe.  
Au delà de ces similarités, beaucoup de différences persistent entre les deux TpsA 
prototypes, soit FHA et HMW1 (163). FHA possède un domaine TPS en N-terminal et un 
pro-domaine, d’environ 1200 acides aminés localisé à l’extrémité C-terminale, qui est clivé 
lors du processus de sécrétion (164). Le rôle de ce dernier demeure toujours inconnu, 
quoique plusieurs hypothèses existent, telles que la prévention contre une dégradation 
prématurée de FHA mature dans le périplasme ou pour moduler la conformation finale de 
FHA mature (165). Côté topologie, le modèle mis de l’avant suggère que la partie C-
terminale de FHA mature est exposée à la surface de la bactérie, ce qui concorde avec la 
fonction d’adhésion de ce domaine (165). HMW1 est aussi synthétisée sous la forme d’une 
pré-pro-protéine (166). Toutefois, le pro-domaine d’environ 360 acides aminés est localisé 
à l’extrémité N-terminale et inclus le domaine TPS. Contrairement à FHA, la topologie de 
HMW1 suggérée prédit que l’extrémité N-terminale, après le clivage du pro-domaine, est 
exposée à la surface. L’extrémité C-terminale reste du côté périplasmique et forme une 
boucle grâce à la présence de deux résidus cystéines. Cette boucle empêche la sécrétion, 
bloque le pore formé par HMW1B et permet l’ancrage de l’adhésine HMW1 à la surface de 
la bactérie (167).  
Les protéines TpsB font partie de la superfamille TpsB/BamA des protéines de membrane 
externe (168). La structure de FhaC, le TpsB permettant la sécrétion de FHA, a récemment 
été résolue (169). FhaC forme un tonneau β monomérique composé de 16 brins β 
antiparallèles et possède un module périplasmique essentiel à la sécrétion, contenant deux 
domaines POTRA. À l’opposé, des études de microscopie électronique montrent que la 
protéine TpsB HMW1 se retrouve dans la membrane externe sous forme de dimère (170). 
De plus, HMW1B formerait un tonneau β composé de seulement 10 brins β et possèderait 
un domaine périplasmique contenant un domaine POTRA unique (171). Toutefois, le point 
commun de ces systèmes TPS est qu’ils semblent utiliser une voie de sécrétion plus 
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« indépendante » que celle requise pour la sécrétion des autotransporteurs. En effet, une 
étude récente faite avec FHA a démontré que le TpsB seul permettait la sécrétion in vitro de 
FHA, sans avoir recours à des facteurs accessoires comme le complexe Bam (172). Les 
protéines TpsB pourraient donc servir de modèle simplifié pour l’étude de la famille de 
protéines TpsB/BamA. Il est toutefois important de noter que dans un contexte in vivo, la 
sécrétion des protéines TpsA requière aussi la présence de chaperonnes périplasmiques 
telles que DegP (173).   
 
L’identification de membres appartenant au système de sécrétion de type V est basée sur 
trois aspects communs : la présence d’une séquence signal reconnue par le système Sec, 
d’un tonneau β nécessaire pour l’insertion dans la membrane externe ainsi que la présence 
d’un domaine passager fonctionnel exposé à la surface de la bactérie ou sécrété dans le 
milieu extracellulaire. Récemment, les auteurs d’une revue sur le système de sécrétion de 
type V ont suggéré, basé sur les critères mentionnés ci-dessus, l’introduction de deux 
nouvelles sous-familles (Vd et Ve) (146). Il faut toutefois mentionner que cette nouvelle 
nomenclature n’est pas encore adoptée dans la littérature vue la récente date de publication. 
Le type Vd est représenté par la protéine PlpD (patatin-like protein), retrouvée chez 
Pseudomonas aeruginosa (174). Cette protéine a une organisation unique puisqu’elle 
semble correspondre à une fusion entre un autotransporteur monomérique et un système 
TPS. Plus précisément, PlpD possède une séquence signal permettant son transport par le 
système Sec suivi par un domaine passager qui possède une fonction enzymatique et un 
domaine β à l’extrémité C-terminale. La nouveauté est que le domaine β est formé de 16 
brins β, typique des systèmes TPS, ainsi que d’un domaine POTRA (174). La présence 
d’un domaine POTRA est unique et ouvre la porte à de nombreuses questions. Si les 
systèmes TPS sont indépendants et ne requièrent pas l’aide du complexe Bam pour le 
passage à travers la membrane externe, qu’en est-il de cet autotransporteur possédant un 
domaine POTRA? Est-ce qu’il est sécrété indépendamment de BamA ou le domaine 
POTRA interne est requis pour le passage du domaine passager ? Il existe plus de 200 
orthologues de PlpD, retrouvés autant dans des souches d’importance médicales que 
environnementales, ce qui permet de délimiter une nouvelle sous-famille de système de 
sécrétion de type V. Toutefois, une caractérisation plus approfondie de PlpD est requise 
pour pouvoir commencer à discuter du mode de sécrétion de cette sous-famille. 
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La deuxième nouvelle sous-famille du Type V, le Type Ve, représente des 
autotransporteurs avec une organisation inversée (146). En fait, les protéines classées dans 
le type Ve ne correspondent pas à des protéines nouvellement découvertes, mais plutôt des 
protéines pour lesquelles de nouvelles informations permettent maintenant de les relier à la 
famille des autotransporteurs. Les principaux membres sont ceux appartenant à la famille 
intimin/invasin (175). Cette famille de protéines possèdent plus de 69 homologues dans 
différentes espèces de γ, β et ε-proteobacteria ainsi que chez certaines espèces de 
Chlamydia (175). Le modèle topologique suggéré pour ces protéines correspond à un 
domaine périplasmique (possiblement connecté au peptidoglycan), un tonneau β possédant 
entre 10 et 16 segments transmembranaires prédits, une hélice α localisée à l’intérieur du 
pore formé par le tonneau β et un domaine extracellulaire portant la fonction. Ce modèle est 
très similaire à celui des autotransporteurs monomériques, à l’exception du domaine 
périplasmique. La principale différence est l’organisation du polypeptide. Contrairement 
aux autotransporteurs classiques, la région N-terminale correspond au domaine β et la 
région C-terminale au domaine passager, suggérant un mode de sécrétion légèrement 
différent et une topologie finale inversée. Il faut toutefois mentionner que les auteurs de 
l’étude sur la topologie des protéines de type intimine/invasin ont décrit ces protéines 
comme une nouvelle famille de protéines sécrétées plutôt que comme une nouvelle classe 
d’autotransporteurs (175). Il reste maintenant à voir si cette nouvelle nomenclature va être 
acceptée et utilisée à l’avenir dans la littérature.  
 
1.4.6. Système de sécrétion de type VI 
 
Le système de sécrétion de type VI (SST6) est le moins bien connu des systèmes décrits ici, 
principalement du au fait qu’il a été découvert assez récemment (176). Ce système se 
caractérise par une organisation génétique assez bien conservée correspondant à un groupe 
de 15 à 20 gènes, dont 13 seraient essentiels pour un système fonctionnel. On retrouve ce 
groupe de gènes chez environ 25% des bactéries Gram négatif, majoritairement chez les 
protéobactéries (177). Plusieurs rôles ont été attribués à ce système, notamment l’induction 
d’une toxicité au niveau des amibes et cellules phagocytaires aussi bien qu’auprès 
d’espèces bactériennes différentes, en plus d’une implication dans la formation des biofilms 
(176, 178, 179).  
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Plusieurs composants structuraux ont été identifiés au cours des dernières années. Deux 
composants structuraux majeurs sont essentiels à la sécrétion, soit la protéine Hcp 
(Haemolysin co-regulated protein) et les protéines VgrG (Valine-Glycine repeat protein G). 
Hcp forme des anneaux hexamèriques qui ont la capacité de polymériser in vitro (180). Les 
protéines VgrG présentent une forte similarité avec la queue du bactériophage T4, requise 
pour perforer la membrane bactérienne (181). Le mode d’action généralement suggéré pour 
ces protéines consiste en la formation d’un trimère de VgrG formant ainsi une structure 
similaire à une seringue. Cette seringue se situerait au sommet d’une structure similaire à 
un pilus, formée par l’oligomérisation de Hcp. Bien que ce modèle soit attrayant, aucune 
interaction directe n’a encore été démontrée entre ces deux protéines.  
Les protéines de membrane interne IcmF, DotU (IcmH) ainsi qu’une lipoprotéine associée 
à la membrane externe, SciN sont aussi des composants requis pour le fonctionnement du 
système (182, 183). Un fait intéressant à noter est que les protéines IcmF et DotU sont aussi 
des protéines accessoires du SST4, ce qui signifie que le SST6 utilise des unités 
fonctionnelles d’autres systèmes de sécrétion, une particularité plutôt unique (184). Deux 
autres protéines récemment découvertes, soit VipA et VipB, permettent d’émettre de 
nouvelles hypothèses sur le mode d’action du SST6 (185). Ces deux protéines forment des 
tubes possédant un diamètre interne de 100 Å, assez large pour contenir la structure de type 
pilus générée par la protéine Hcp (diamètre externe de 85 Å). Une particularité de VipA/B 
est que l’hydrolyse de l’ATP par une ATPase essentielle au SST6, ClpV, entraîne la 
dissociation des ces tubes. Le modèle proposé par une étude récente est donc que le SST6 
serait un système d’injection contractile, où la contraction de VipA/B fournirait l’énergie et 
la force requise pour propulser le complexe Hcp/VgrG à travers la membrane de la cellule 
cible (186). ClpV permettrait ensuite la dépolymérisation du complexe VipA/B, permettant 
ainsi leur recyclage.  
Quels sont les effecteurs sécrétés par le SST6? Cette question est primordiale puisqu’on 
ignore toujours comment ce système permet la sécrétion de protéines solubles. Un premier 
groupe d’effecteurs est représenté par quelques unes des protéines VgrG. Ces dernières 
possèdent une extension C-terminale avec un domaine effecteur, suffisant pour causer une 
cytotoxicité (181). Dans cette optique, la seringue du système servirait à perforer la 
membrane cible en plus d’agir à titre effecteur. Toutefois, d’autres effecteurs bactériens 
sans séquence signal Sec-dépendante, comme la toxine Tse2 de Pseudomonas aeruginosa, 
sont sécrétés de façon dépendante du SST6 (178). Dans ce cas, les protéines sécrétées 
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doivent traverser le conduit formé par Hcp et VgrG. Le diamètre interne de 40Å du canal 
formé de Hcp serait suffisant pour permettre le passage du polypeptide déplié. Par contre, le 
conduit formé par VgrG (environ 12Å, basé sur le bactériophage T4) serait probablement 
trop étroit. Une des hypothèses envisagées est que le complexe VgrG se dissocie du pilus 
Hcp suite à la perforation de la membrane cible de façon à permettre la translocation des 
effecteurs (187). Encore une fois, ce modèle repose sur très peu d’évidence et beaucoup 
reste à faire pour comprendre ce nouveau complexe de sécrétion qui traverse l’enveloppe 
bactérienne. 
 
Ce bref résumé sur les systèmes de sécrétion permet de mieux reconnaitre la complexité des 
systèmes présents chez les bactéries et de comprendre l’importance de leur étude. Si les 
bactéries ont acquis autant de moyens pour permettre aux protéines d’être exposées à leur 
surface ou d’être sécrétées, c’est que la fonction jouée par ces molécules effectrices est 
primordiale pour la survie des bactéries, autant dans l’environnement qu’au niveau d’un 
organisme hôte. 
 
2. La glycosylation chez les bactéries 
 
Les sucres sont des constituants essentiels des bactéries. On les retrouve particulièrement 
au niveau des structures de la membrane bactérienne telles que les lipopolysaccharides 
(LPS) ou les capsules (188, 189). Leur synthèse et assemblage ainsi que leur rôle sont 
maintenant bien connus. Ces composants sont essentiels pour plusieurs processus 
cellulaires, dont le maintien de l’intégrité membranaire, la protection contre 
l’environnement, la modulation de la réponse de l’hôte, parmi d’autres. Au cours des 
dernières années, il est toutefois devenu apparent qu’au delà de ces structures classiques, 
une variété de protéines bactériennes sont aussi modifiées par l’ajout de sucres et ce, pour 
une grande diversité d’espèces bactériennes. À titre d’exemple, plus de 1000 protéines 
potentiellement glycosylées ont récemment été identifiées chez Bacteroides fragilis, 
incluant des protéines sécrétées ainsi que des protéines impliquées dans des processus 
fondamentaux tels que la division cellulaire (190).  
Pourquoi modifier une protéine par l’ajout de sucres? La glycosylation est une modification 
très courante chez les eucaryotes et a été impliquée dans une multitude de processus 
cellulaires. Chez les bactéries, plusieurs fonctions ont aussi été identifiées (191). L’ajout de 
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sucres sur une protéine peut modifier les propriétés physico-chimiques, telles que la 
solubilité ou la charge globale. La glycosylation a aussi été impliquée dans le maintien 
d’une conformation adéquate, dans l’augmentation de la stabilité ainsi que pour la 
protection de la protéine contre une dégradation prématurée. Finalement, les glycoprotéines 
exposées à la surface de la bactérie peuvent aussi être directement impliquées dans 
l’interaction avec les cellules hôtes ou dans l’interaction bactérie-bactérie.  
 
2.1. N-glycosylation 
 
Deux systèmes majeurs de N-glycosylation sont étudiés chez les bactéries. Le premier 
correspond au système général de N-glycosylation mis en évidence chez Campylobacter 
jejuni (Figure 5A). Le second système, beaucoup plus récent et bien représenté par la 
protéine HMW1C de Haemophilus influenzae, implique seulement une glycosyltransférase 
dite atypique (Figure 5B). Ces deux systèmes seront décrits dans les prochaines sections. 
La N-glycosylation chez les bactéries Gram positif ne sera pas discutée puisqu’il a peu 
d’exemples disponibles dans la littérature et aucun système général ou répandu n’a été 
décrit à ce jour (191). 
 
 
 
Figure 5 : N-glycosylation chez les bactéries Gram négatif [figure adaptée de la référence (192)]. A. 
Système général de N-glycosylation chez C. jejuni. Les sucres sont synthétisés dans le cytoplasme en 
association avec un précurseur lipidique, le Und-PP. L’heptasaccharide complet est transporté dans le 
périplasme par la flippase spécifique PglK, puis transféré sur le groupement amine d’une asparagine par 
l’oligosaccharyltransferase PglB ou relâché dans le périplasme sous la forme de fos (oligosaccharides libres). 
B. N-glycosylation de HMW1 chez H. influenzae. L’oligosaccharyltransférase HMW1c transfère un sucre 
(glucose ou galactose) sur site consensus de HMW1 dans le cytoplasme avant la sécrétion par le système Sec. 
HMW1c permet aussi la formation de lien hexose-hexose. 
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2.1.1. Système général de N-glycosylation 
 
Le premier système général de N-glycosylation a été mis en évidence chez la protéobactérie 
epsilon Campylobacter jejuni (193). Ce système reste toujours le mieux caractérisé et sert 
de modèle d’étude, malgré le fait que plusieurs autres protéobactéries epsilon et 
protéobactéries delta possèdent des homologues de cette voie de glycosylation (192). On 
considère que ce système est général puisque près de 150 protéines de C. jejuni sont 
prédites pour être glycosylées, une confirmation expérimentale ayant été faite sur plus de 
65 de ces protéines (194). Le terme N-glycosylation signifie que le sucre est attaché de 
façon covalente à un résidu asparagine. La séquence consensus pour la N-glycosylation 
bactérienne a été identifié et correspond à Asp/Glu-X-Asn-X-Ser/Thr, où X représente 
n’importe quel acide aminé à l’exception de la proline. Ce motif est un peu plus complexe 
que celui reconnu par la machinerie de glycosylation eucaryote (Asn-X-Ser/Thr) (195). Il 
faut toutefois noter que certaines variations de ce motif ont aussi été décrites récemment 
(196).  
Les gènes requis pour permettre la glycosylation se situent dans un locus de 16 kb nommé 
pgl (protein glycosylation). La Figure 5A montre la voie de glycosylation générale utilisée 
par C. jejuni (192). Globalement, le sucre utilisé pour modifier les protéines cibles, soit un 
heptasaccharide (GalNAc2[Glc]GalNAc3-diNAcBac), est synthétisé dans le cytoplasme de 
la bactérie, en association avec un précurseur lipidique, le undecaprenyl pyrophosphate 
(Und-PP). Le sucre est ensuite transféré dans le périplasme par l’action d’une flippase 
ATP-dépendante spécifique, soit PglK. C’est l’oligosaccharyltransférase PglB qui va 
transférer le sucre du précurseur lipidique à la protéine cible au niveau de la séquence 
consensus (197). PglB permet le transfert du sucre de façon post-traductionnelle sur des 
protéines repliées au niveau de régions exposées et structuralement flexibles (198). Le 
système de N-glycosylation chez les eucaryotes est assez similaire, ce qui concorde avec 
l’homologie existante entre l’enzyme PglB et la sous-unité STT3 du complexe 
oligosaccharyltransférase eucaryote (199). Les principes directeurs tels que la synthèse des 
sucres sur un précurseur lipidique et le transfert des sucres sur les protéines du côté interne 
du réticulum endoplasmique (même sens topologique que la glycosylation périplasmique 
chez les bactéries) sont bien conservés entre les différents domaines de la vie. Toutefois, 
chez les eucaryotes, la N-glycosylation est couplée au processus de sécrétion et se fait de 
manière co-traductionnelle sur des polypeptides majoritairement dépliés. 
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L’enzyme PglB est aussi une protéine bi-fonctionnelle qui possède une activité d’hydrolase 
(200). Cela signifie que PglB peut, en plus de transférer des sucres sur une protéine, 
entraîner la relâche de sucres libres dans le milieu périplasmique (fos pour free 
oligosaccharides). En fait, la quantité d’heptasaccharides générée par la voie pgl serait 10 
fois supérieure sous forme libre périplasmique que sous la forme attachée aux protéines 
(201). D’ailleurs, toutes les protéobactéries étudiées possèdent une importante quantité de 
sucres périplasmiques variables nommés OPG (osmoregulated periplasmic glucans). Ces 
sucres peuvent atteindre jusqu’à 5 à 7 % du poids sec total chez E. coli, selon les conditions 
de croissance (202). La principale fonction attribuée à ces OPG est de réguler l’effet d’une 
variation dans l’osmolarité en influençant le volume et la densité du périplasme (203). Une 
mutation dans les voies de biosynthèse responsables de la production des OPG entraine des 
phénotypes multiples, incluant une hyperproduction des exopolysaccharides de surface, un 
défaut de motilité ainsi qu’une hypersensibilité aux antibiotiques. L’effet d’une inactivation 
du système pgl chez C. jejuni cause une diminution importante de la virulence autant in 
vitro que in vivo dans un modèle de colonisation du poulet (204). Toutefois, considérant le 
fait que la présence des OPG est essentielle pour la virulence de plusieurs pathogènes 
bactériens (203), il est maintenant primordial de déterminer si l’effet de l’abolition de la 
voie pgl est du à une absence de glycosylation protéique et/ou à une absence des fos dans le 
périplasme.  
La N-glycosylation a initialement été découverte chez les archaebactéries (205). Chez ces 
organismes, la glycosylation est beaucoup plus fréquente, modifiant une variété de 
protéines dont la flagelline et les protéines de l’enveloppe (S-layers). Peu d’études ont 
vérifié le rôle exact de ces modifications, mais l’hypothèse mise de l’avant est que la 
glycosylation aurait une fonction possible dans la capacité des archeabactéries à vivre dans 
des conditions de croissance extrême (206).  
 
2.1.2. N-glycosyltransférases atypiques 
 
Le deuxième système de N-glycosylation bactérien correspond à la famille de 
glycosyltransférases représentée par HMW1C de H. influenzae (207, 208) (Figure 5B). 
Cette oligosaccharyltransférase est dite atypique puisqu’elle ne suit pas les règles 
communes à la N-glycosylation chez les autres organismes vivants (192). Tout d’abord, 
l’ajout des sucres sur la protéine cible ne requiert qu’une seule protéine, soit HMW1C ou 
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un de ses homologues, contrairement au complexe multi-enzymatique retrouvé chez C. 
jejuni. Les sucres ajoutés ne sont pas des sucres complexes spécifiques, mais plutôt des 
résidus glucose ou galactose détournés de la voie de biosynthèse des lipooligosaccharides 
(LOS) (209). HMW1C reconnaît le motif consensus simplifié de N-glycosylation chez les 
eucaryotes, soit Asn-X-Ser/Thr, et ne semble pas nécessiter la présence d’un résidu chargé 
négativement en position -2 (207). HMW1C, en plus d’agir en tant N-glycosyltransférase, 
peut aussi faire des liaisons hexose-hexose directement sur la protéine cible, lui conférant 
ainsi une double activité (207). Finalement, HWM1C est une protéine cytoplasmique, ce 
qui signifie que la glycosylation se fait avant le transport à travers la membrane interne, une 
caractéristique unique chez les bactéries Gram négatif (209). L’ensemble de ces 
caractéristiques, qui sont bien différentes de celles observées pour le système général de N-
glycosylation, a permis de définir un nouveau type de N-glycosyltransférases bactériennes. 
Toutefois, cette famille de glycosyltransférases est plutôt restreinte, incluant à ce jour 
uniquement 8 membres potentiels (207). HMW1C et ses homologues se différencient aussi 
du système général de N-glycosylation puisqu’ils ne ciblent qu’une seule protéine. En effet, 
HMW1C de H. influenzae fait partie d’un opéron de trois gènes codant aussi pour les 
protéines HMW1A et HMW1B, un système de sécrétion à deux partenaires (TPS) (209). 
Cette association avec TPS est une particularité conservée chez tous les homologues de 
HMW1C. La glycosylation de HMW1 est requise pour prévenir une dégradation 
prématurée ainsi que pour permettre l’ancrage de cette adhésine à la surface bactérienne 
(209). La plupart des protéines sécrétées par un TPS ont des tailles anormalement grandes, 
comme c’est le cas de HMW1. Par conséquent, cette N-glycosylation atypique pourrait être 
une caractéristique spécifique à certaines protéines sécrétées par le système de sécrétion de 
type V afin d’optimiser l’expression et la stabilité de ces dernières à la surface de la 
bactérie.  
 
2.2. O-glycosylation 
 
Plusieurs systèmes de O-glycosylation chez les bactéries ont été décrits jusqu’à maintenant, 
incluant des systèmes généraux comme ceux retrouvés chez Neisseria meningitidis ou 
Bacteroides fragilis, mais aussi des systèmes plus spécifiques dont ceux reliés à la 
glycosylation des pili de type IV, des flagelles, des autotransporteurs et des adhésines 
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riches en résidus sérine (Figure 6). Ces systèmes de O-glycosylation bactériens vont être 
décrits dans les prochaines sections. 
 
 
Figure 6 : O-glycosylation chez les bactéries Gram négatif [adaptée de la référence (192)]. A. O-
glycosylation des flagelles chez C. jejuni. Les protéines structurales formant le filament sont possiblement 
glycosylées à l’interface entre la membrane interne et le cytoplasme. Les sucres (des dérivés de l’acide 
pseudaminic ou legionaminic) sont ajoutés individuellement sur des résidus sérine. B. O-glycosylation des pili 
de type IV chez N. meningitidis. Les sucres sont assemblés au niveau de la face cytoplasmique de la 
membrane interne puis transférés dans le périplasme par la flippase PglF. Dans le périplasme, 
l’oligosaccharyltransférase ajoute les sucres sur un résidu sérine ou thréonine de la piline (PilE) ou d’une 
autre protéine périplasmique ou membranaire. 
 
 
2.2.1. O-glycosylation des flagelles 
 
La glycosylation de la sous-unité structurale majeure du filament qui compose le flagelle 
est maintenant bien documentée pour plusieurs espèces bactériennes, telles que C. jejuni, 
Helicobacter pylori, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium et Listeria monocytogenes 
(210). Le terme O-glycosylation réfère à l’ajout d’un sucre sur un résidu serine ou 
thréonine, avec quelques exceptions pour lesquelles la tyrosine peut aussi être modifiée. 
Comme pour le système général de N-glycosylation, C. jejuni est un modèle d’étude pour la 
O-glycosylation de la flagelline. Chez cette bactérie, FlaA et FlaB sont les deux protéines 
structurales qui forment le filament (211). Les études portant sur FlaA ont démontré que 19 
sites (serine ou thréonine) sont modifiés par des sucres variables, majoritairement des 
dérivés de l’acide pseudaminic ou legionaminic. La quantité de sucres retrouvée sur la 
flagelline peut atteindre jusqu’à 10% de la masse totale de cette dernière, illustrant bien 
l’importance de cette modification. Côté fonctionnalité, la glycosylation serait requise pour 
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l’assemblage adéquat du filament flagellaire, et donc requis pour la motilité (212). 
Toutefois, seulement certains sites de glycosylation sur FlaA sont réellement essentiels 
pour l’assemblage. En effet, pour cinq de ces 19 sites identifiés, l’absence de glycosylation 
ne nuit pas à la stabilité, mais plutôt à la capacité du filament à auto-agglutiner, suggérant 
ainsi un double rôle pour la glycosylation (213). 
Un locus de plus de 50 gènes a été identifié comme responsable de la synthèse des sucres 
destinés à FlaA et FlaB, expliquant ainsi la variabilité observée quant à la structure exacte 
du sucre (214). Malgré la connaissance de ce locus génétique, le mécanisme de 
glycosylation reste indéterminé et le modèle actuellement mis de l’avant se base plus sur 
des déductions que sur des preuves expérimentales (Fig. 6A). Tout d’abord, les sous-unités 
du filament doivent être sécrétées à la surface par le SST3 dédié à la synthèse du flagelle. 
Les protéines substrats sont amenées au corps basal du système de sécrétion via une 
chaperonne spécifique puis sécrétées jusqu’à la surface, à l’extrémité croissance du 
filament, sans contact avec le milieu périplasmique (215). Il est assez difficile de croire que 
la glycosylation puisse avoir lieu au niveau de la surface bactérienne et les flagellines n’ont 
pas accès à l’espace périplasmique, suggérant une glycosylation cytoplasmique. Toutefois, 
pour la plupart de ces systèmes de O-glycosylation, les oligosaccharyltransférases 
responsables du transfert du sucre à la flagelline ne sont pas connues, ce qui signifie que 
leur localisation précise ne peut pas être déterminée. Le modèle le plus plausible suggère 
donc que les sous-unités du filament vont être modifiées dans l’environnement restreint du 
corps basal par une glycosyltransférase associée à la face cytoplasmique de la membrane 
interne ou à un composant du SST3.  
Ce modèle est attrayant mais génère aussi beaucoup de questions sur le mécanisme de 
reconnaissance précis des sites de glycosylation. Aucune séquence consensus, qui 
expliquerait pourquoi ce sont toujours les mêmes sites qui sont modifiés sur FlaA, n’a pu 
être déterminée. Basé sur une modélisation de la structure du filament de C. jejuni, il a été 
suggéré que les sucres se retrouvent sur les surfaces exposées du filament (216). Toutefois, 
cela signifie que la glycosyltransférase doit reconnaître un certain niveau de structure dans 
le polypeptide cytoplasmique pour justifier une localisation précise dans la protéine 
complètement repliée. Une autre perspective relative à ce modèle est que la présence d’une 
glycosyltransférase associée à un SST3 entraine la possibilité que d’autres molécules 
effectrices utilisant cette voie de sécrétion puissent aussi être modifiées, quoique au 
meilleur de mes connaissances, je ne crois pas qu’un effecteur du SST3 ait déjà été décrit 
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comme glycosylé. Donc, il est assez évident que beaucoup de travail reste à faire pour bien 
comprendre le mécanisme de glycosylation spécifique aux sous-unités composant le 
filament des flagelles.    
 
2.2.2. O-glycosylation des pili de type IV 
 
Le pili de type IV est retrouvé chez plusieurs espèces de bactéries pathogènes dont 
Neisseria meningitidis, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, Francisella tularensis 
et plusieurs souches de E. coli entéropathogénique (EPEC). Ces pili sont impliqués 
directement dans la virulence et sont importants pour la motilité, la susceptibilité aux 
bactériophages, la colonisation des muqueuses ainsi que pour la conjugaison et l’acquisition 
d’ADN dans le cas des bactéries naturellement transformables (217). Pour quelques unes de 
ces espèces bactériennes, un système de glycosylation spécifique aux pili de type IV a été 
identifié. Les plus connus sont ceux de N. meningitidis et P. aeruginosa. 
Le mécanisme de O-glycosylation des pilines est très similaire au mécanisme de N-
glycosylation général retrouvé chez C. jejuni (Figure 6B) (218). Un complexe d’enzymes 
cytoplasmiques est responsable de la synthèse du sucre, qui en association avec un Und-PP 
va être transféré du côté périplasmique de la membrane interne par une flippase spécifique. 
Dans le périplasme, une oligosaccharyltransférase va ajouter les sucres sur les sous-unités 
du pili de type IV. Dans le cas de N. meningitidis, certaines enzymes impliquées dans la 
synthèse du sucre sont soumises à une variation de phase, ce qui influence la longueur et la 
nature exacte du sucre ajouté (219).  
Des différences entre et au sein des espèces existent pour ce qui est de la localisation des 
sucres sur les pilines. Chez P. aeruginosa 1244, un seul sucre est lié à la sérine C-terminale, 
tandis que pour la souche PA5196, les pilines sont modifiées sur plusieurs sites par une 
glycosyltransférase unique à cette souche (220, 221). Pour N. gonorrhoeae, la sérine en 
position 63 est le seul résidu accepteur identifié (222). Un point intéressant à noter est que 
le pilus retrouvé chez N. gonorrhoeae peut aussi être modifié par l’addition de 
phosphoéthalonamine ou de phosphocholine et ce, sur les sites possiblement occupés par 
les sucres (223, 224). Cette nouvelle modification, en plus de la variation de phase qui 
amène une diversité dans la structure même du sucre, pourrait être un moyen employé par 
la bactérie pour modifier les propriétés antigéniques de ses structures extracellulaires. 
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Le rôle de la glycosylation des pili est toujours incertain. Chez P. aeruginosa 1244, une 
mutation de l’oligosaccharyltransférase PilO cause une petite diminution de la motilité ainsi 
qu’un désavantage pour la colonisation des voies respiratoires dans un modèle d’infection 
chez la souris, lorsqu’il y a compétition avec une souche sauvage (225). Toutefois, la 
morphologie des pili n’est pas affectée et la bactérie possède toujours la capacité de former 
des biofilms. Pour N. meningitidis, l’abolition de la glycosylation cause une légère 
augmentation du nombre de pili à la surface de la bactérie et, par conséquent, une 
augmentation de l’adhésion (226). Toutefois, une étude récente a démontré que le pili non-
glycosylé confère un phénotype hyper-adhérent à N. meningitidis mais qu’il est cependant 
incapable de permettre l’invasion des cellules épithéliales cervicales (227).  
 
2.2.3. O-glycosylation des autotransporteurs monomériques de E. coli 
 
Il n’y a pas clairement de famille de O-glycosyltransférases chez E. coli. Toutefois, quatre 
autotransporteurs monomériques de E. coli, soit l’adhésine AIDA-I (Adhesin Involved in 
Diffuse Adherence), l’invasine TibA (enterotoxigenic invasion locus B), le facteur agrégatif 
Ag43 et la protéine EhaJ ont été décrits comme glycosylés (7-9, 228). AIDA-I, TibA et 
EhaJ sont retrouvés sous la forme d’un opéron comprenant deux gènes et suivant 
l’organisation suivante : aah-aidA, tibC-tibA et ehaJ-egtA. Aah, TibC et EgtA sont les 
glycosyltransférases spécifiques de AIDA-I, TibA et EhaJ, respectivement, et présentent 
une forte similarité de séquence. Dans le cas de l’Ag43, aucune glycosyltransférase 
spécifique n’a été identifiée, quoique cette protéine puisse être retrouvée sous forme 
glycosylée dans une souche sauvage de E. coli uropathogène et une souche isolée de 
matière fécale (9, 229). Il est à noter que la fonction des glycosyltransférases Aah et TibC 
est interchangeable, suggérant un mécanisme d’action similaire (230).  
Le rôle de la glycosylation pour ces quatre autotransporteurs monomériques n’est pas 
clairement défini et varie selon la protéine étudiée. Pour AIDA-I et TibA, il a été démontré 
que la glycosylation est requise pour le phénotype d’adhésion (7, 8), mais dispensable pour 
l’agrégation entre bactéries et la formation de biofilm (231, 232). Pour EhaJ, la 
glycosylation permet une meilleure capacité à former des biofilms, mais n’est pas requise 
pour l’adhésion aux composants de la matrice extracellulaire (228). Dans le cas de l’Ag43, 
plusieurs études entrent en contradiction. Un point important à noter à ce sujet est que 
toutes les études portant sur la glycosylation de l’Ag43 ont été faites dans un contexte de 
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co-expression avec Aah. Étant donné que l’Ag43 n’est pas le substrat natif de Aah, la 
glycosylation peut ne pas être constante ou optimale. L’effet de la glycosylation dépend 
aussi beaucoup de l’allèle de l’Ag43 étudiée, ce qui complexifie l’interprétation (229). De 
façon générale, la glycosylation semble n’avoir aucun effet ou entrainer une diminution de 
la capacité de l’Ag43 à permettre l’agrégation entre bactéries (229, 233). De façon 
similaire, la formation de biofilm n’est généralement pas influencée par la présence de Aah. 
Pour le phénotype d’adhésion, lorsque l’allèle étudié permet l’adhésion aux cellules 
eucaryotes, la glycosylation semble avoir un effet négatif. À l’opposé, la présence des 
sucres optimiserait la capacité de l’Ag43 à interagir avec les composants de la matrice 
extracellulaire (229). Donc, malgré la forte similarité entre ces trois glycosyltransférases, 
l’impact de cette glycosylation sur les protéines cibles reste à éclaircir et semble varier 
entre les protéines et même entre différents allèles. 
Le mode de fonctionnement des ces glycosyltransférases demeure inconnu. La protéine 
Aah (Autotransporter Adhesin Heptosyltransferase) utilise le précurseur ADP-glycero-
manno-heptopyranose provenant de la voie de biosynthèse des lipopolysaccharides comme 
substrat pour modifier AIDA-I, dans un ratio d’environ 19 résidus heptose par molécule 
d’AIDA-I (7). L’heptose n’est pas un sucre retrouvé chez les eucaryotes et très peu 
d’exemples de modification d’une protéine bactérienne par ce dernier existent. Il est à noter 
que ce sucre précurseur est retrouvé dans le cytoplasme de la bactérie et n’est pas associé à 
un précurseur lipidique, comme c’est le cas pour les plupart des autres systèmes de 
glycosylation bactérien. Cette observation suggère donc que la glycosylation aurait lieu 
dans le cytoplasme de la bactérie, quoique qu’aucune preuve expérimentale ne soit 
disponible. De plus, à l’exception de la famille de N-glycosyltransférase représentée par 
HMW1C, aucune protéine glycosylée dans le cytoplasme d’une bactérie Gram négatif et 
utilisant le système général Sec n’a été décrite précédemment. 
Une autre question relative à ce système concerne la reconnaissance des protéines cibles. 
En effet, la glycosylation par Aah et TibC est très spécifique. Les substrats de ces deux 
protéines (AIDA-I, TibA et Ag43) possèdent un motif imparfait de 19 acides aminés répété 
dans leur domaine extracellulaire (SGGxAxTxNSGGxQxx, où X représente n’importe 
quel acide aminé et  représente une valine, leucine ou isoleucine) (157). Comme ce motif 
est une caractéristique unique à ces protéines, il semblerait être le site idéal pour l’ajout 
spécifique de sucres. Basé sur l’observation que cette séquence répétée est particulièrement 
enrichie en glycine et sérine, il a été suggéré que l’ajout des sucres se fait sur les résidus 
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sérine, d’où la classification à titre de O-glycosyltransférase (7). Toutefois, aucune preuve 
expérimentale ne confirme cette hypothèse et il faut mentionner qu’on retrouve aussi dans 
ce motif un résidu asparagine qui pourrait être la cible de la glycosyltransférase. De plus, 
l’autotransporteur EhaJ est modifié par une glycosyltransférase homologue à Aah et TibC, 
mais ne possède pas le motif consensus de 19 acides aminés (228). Plusieurs questions 
restent donc d’actualité concernant ce groupe de glycosyltransférases, que ce soit au niveau 
de leur mécanisme d’action, de la reconnaissance des substrats ou de la fonction de cette 
modification particulière. 
 
2.2.4. Systèmes généraux de O-glycosylation 
 
Récemment, il a été découvert que N. gonorrhoeae pouvait non seulement modifier les 
pilines du pili de type IV, mais aussi une variété de protéines, montrant pour la première 
fois un système général de O-glycosylation chez les bactéries Gram négatif (234, 235). 
Onze protéines de N. gonorrhoeae ont été décrites comme glycosylées. Ces protéines sont 
toutes transportées dans le périplasme et possèdent des domaines transmembranaires ou des 
caractéristiques propres aux lipoprotéines. Ces substrats sont responsables de fonctions 
diverses telles que le repliement protéique, la formation de ponts disulfures, des 
composants d’ABC transporteurs ou des protéines impliquées dans la respiration anaérobie 
(235). La nitrite réductase AniA est aussi une glycoprotéine de Neisseria retrouvée dans la 
membrane externe (234). La glycosylation de ces protéines dépend de la même voie que 
celle des pilines et les sucres ajoutés sont similaires (234). Pour l’instant, la relevance réelle 
de ce nouveau système de glycosylation général reste à déterminer. Une des hypothèses 
quant au rôle de la glycosylation est que la présence des sucres favoriserait une interaction 
fonctionnelle entre les protéines impliquées dans des fonctions complémentaires 
(principalement dans l’espace périplasmique).  
Une autre question de taille par rapport à ce système est le mécanisme de reconnaissance du 
substrat. Pourquoi seule la piline et quelques autres protéines sont glycosylées chez N. 
gonorrhoeae? Aucun motif consensus n’a pu être déterminé par l’observation de la 
séquence primaire en acides aminés. Toutefois, à l’exception de la piline, les sucres 
semblent se retrouver dans des régions de faible complexité riches en résidus alanine, sérine 
et proline. Une surreprésentation du motif Ser-Ala-Pro-Ala a été observée, quoique ce motif 
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ne soit ni nécessaire ni suffisant pour expliquer la sélectivité de cette 
oligosaccharyltransférase. 
 
Le second système général de O-glycosylation est retrouvé chez le genre Bacteroides. 
Bacteroides fragilis fait partie de la flore intestinale des mammifères. Une partie 
impressionnante du génome de ce micro-organisme est dédiée uniquement à l’acquisition, 
la dégradation et l’utilisation de polysaccharides provenant de son écosystème (236). Cette 
bactérie produit d’ailleurs plus de huit types d’exopolysaccharides de surface, dont quatre 
types contiennent du fucose provenant de l’hôte, en plus d’une variété de glycoprotéines 
(237). Cette particularité d’utiliser des molécules communes de l’hôte pour recouvrir sa 
surface est considérée comme du mimétisme moléculaire et permet de mieux comprendre la 
tolérance de l’hôte envers cette espèce prédominante de la flore intestinale. L’étude plus 
approfondie de ces glycoprotéines a permis de mettre en évidence un locus génique, 
similaire à ceux impliqués dans la biosynthèse des polysaccharides capsulaires, nommé lgf 
(B. fragilis glycosylation) (238). Cette région comprend, entre autre, une flippase putative 
et cinq glycosyltransférases. L’identification de ce locus suggère que, tout comme les autres 
systèmes généraux de glycosylation procaryotes, la synthèse des sucres se fait dans le 
cytoplasme avant d’être transféré dans le périplasme puis attaché de façon covalente sur les 
protéines cibles. Il a d’ailleurs été démontré que le transport dans le périplasme est essentiel 
pour la glycosylation (238). 
Similairement à ce qui a été démontré chez Neisseria, les protéines glycosylées de 
Bacteroides fragilis sont localisées dans le périplasme ou exposées à la surface sous forme 
de lipoprotéines. Les fonctions associées à ces protéines sont principalement reliées à la 
physiologie, incluant des chaperonnes périplasmiques ainsi que des protéines impliquées 
dans la dégradation de peptides. Toutefois, ce système de glycosylation est essentiel pour la 
bactérie puisque la délétion du locus lgf entraine un ralentissement de la croissance in vitro 
ainsi qu’une incapacité à entrer en compétition pour l’établissement d’une flore intestinale 
chez les mammifères (238). 
Ce système de O-glycosylation est le seul pour lequel il a été possible d’identifier une 
séquence consensus pour la reconnaissance des protéines cibles. En effet, tous les résidus 
glycosylés (sérine ou thréonine) se retrouvent dans le motif suivant : Asp-Ser/Thr-
Ala/Ile/Leu/Val/Met/Thr, où le dernier acide aminé doit posséder un groupement méthyle 
(238). Similairement, Flavobacterium meningosepticum, une bactérie appartenant aussi à 
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l’embranchement des Bacteroidetes, est capable de O-glycosyler certaines protéines sur des 
sites consensus similaires à ceux de B. fragilis, soit Asp-Ser ou Asp-Thr-Thr (239). Il est 
évident que ce motif consensus de seulement trois acides aminés se retrouve dans beaucoup 
plus de protéines que les huit identifiés dans l’étude initiale. Par analyse bioinformatique, il 
semble y avoir 1021 protéines potentiellement glycosylées chez B. fragilis, soit plus de la 
moitié des protéines extracytoplasmiques de cette bactérie (190). L’ajout de sucres sur 12 
de ces nouvelles protéines, incluant quatre localisées au niveau de la membrane interne, a 
été démontré expérimentalement. Puisqu’à ce jour, toutes les protéines sécrétées possédant 
le motif consensus et ayant été testées pour la présence de sucres se sont révélées 
glycosylées, il ne serait pas surprenant que plusieurs centaines de protéines de B. fragilis 
soient effectivement modifiées. Ce constat renforce encore plus l’idée que la glycosylation 
protéique est essentielle pour la physiologie et la survie de ce micro-organisme.  
  
2.2.5. O-glycosylation chez les bactéries Gram positif 
 
Chez les bactéries Gram positif, il existe aussi plusieurs exemples de protéines O-
glycosylées. Le premier système de type général mis en évidence est celui de la O-
mannosylation, particulièrement retrouvé chez les actinomycetes, un groupe de bactéries 
Gram positif possédant un fort contenu en G/C et qui inclut les genres Mycobacterium, 
Corynebacterium et Streptomyces. Plusieurs protéines O-glycosylées ont été identifiées 
chez Mycobacterium (240). Chez Streptomyces coelicolor, seule la protéine PstS a été 
décrite comme glycosylée, quoique les auteurs suggèrent que plusieurs autres protéines 
pourraient être potentiellement glycosylées (241). Ce système de glycosylation spécifique 
utilisant des résidus mannose, est similaire à celui du même nom retrouvé chez les 
eucaryotes (242). En utilisant M. tuberculosis, il a été démontré que ce type de 
glycosylation ne cible que les protéines membranaires ou sécrétées. De plus, seules les 
protéines sécrétées par le système de transport Sec peuvent être modifiées, ce qui suggère 
une interaction fonctionnelle entre le complexe de glycosylation et la machinerie de 
sécrétion (243).  
Le mécanisme de glycosylation est assez similaire aux systèmes généraux décrits 
précédemment. Le sucre est synthétisé par un groupe d’enzymes cytoplasmiques en 
association avec un lipide membranaire, le polyprenol-phosphate. Une mannosyltransférase 
(Pmt) est responsable du transfert du sucre sur la protéine cible. Cette glycosyltransférase 
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membranaire est homologue à celle retrouvée chez les eucaryotes et possède un site actif 
qui fait face à l’extérieur, suggérant que la glycosylation a lieu suite à la sécrétion (243). À 
ce jour, la séquence exacte reconnue par l’O-mannosyltransférase n’est pas connue, 
quoique a priori, la glycosylation a lieu sur des résidus thréonine dans des régions 
particulièrement enrichies en thréonine et proline (244). Tout comme pour les eucaryotes, il 
a été suggéré la structure secondaire autour du site de glycosylation serait importante pour 
la reconnaissance par la glycosyltransférase (245).  
 
Un deuxième système de O-glycosylation décrit chez les bactéries Gram positif est celui 
relié aux adhésines riches en sérine (serine-rich bacterial adhesins) (246). Plusieurs 
exemples de ce type d’adhésines glycosylées de haut poids moléculaire ont été décrits, 
incluant Fap1 de Streptococcus parasanguinis (247), GspB de S. gordonii (248), SrpA de S. 
sanguinis (249) et SraP de Staphylococcus aureus (250). De façon générale, la 
glycosylation est importante pour la maturation de ces protéines et, par conséquent, pour 
leur fonction d’adhésine. Ces protéines ont plusieurs caractéristiques communes dont une 
séquence signal exceptionnellement longue en N-terminal et un motif d’ancrage à la 
membrane en C-terminal. De plus, elles possèdent une région près de l’extémité C-
terminale contenant une répétition de la séquence S-E/V/I (plus de 1000 répétitions pour 
Fap1) suivie d’une région non répétée impliquée dans le phénotype d’adhésion (246). 
Finalement, toutes ces protéines riches en sérine font partie d’un opéron de gènes codant 
aussi pour un système de sécrétion Sec accessoire ainsi qu’une variété de 
glycosyltransférases. Contrairement à ce qui a été décrit précédemment, la glycosylation 
des ces protéines a lieu dans le cytoplasme de la bactérie (251). De plus, les sucres ne sont 
pas synthétisés sur un précurseur lipidique. Le sucre initiateur, le N-acetylglucosamine, est 
conservé pour toutes ces adhésines et sa présence est requise pour l’ajout séquentiel des 
autres sucres, parmi lesquels figure le glucose, le N-acetylgalactosamine et le rhamnose 
(252, 253).  
La sécrétion de ces protéines hautement glycosylées est un point d’étude important. 
D’ailleurs, l’étude de ces protéines a permis de mettre en évidence un système de sécrétion 
Sec accessoire, qui inclus les protéines SecA2 et SecY2 (254). Il est à noter que des 
variations entre les espèces existent concernant la fonction de ces éléments de sécrétion. 
Toutefois, il est clair que le transport de ces protéines dépend d’un système qui leur est 
propre. L’étude de la protéine GspB a même démontrée qu’en plus de SecA2/SecY2, 
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d’autres gènes accessoires sont requis pour la sécrétion, soit asp1 à asp5. Il faut mentionner 
que les protéines Asp4 et Asp5 présentent une forte similarité de séquence avec SecE (52% 
similarité) et SecG (55% similarité), respectivement. Ces observations suggèrent donc 
qu’un système Sec accessoire, différent de système Sec classique, est requis pour la 
sécrétion de ces adhésines. L’évolution d’un tel système Sec accessoire peut s’expliquer par 
la nature de la protéine à sécréter. En effet, pour permettre une glycosylation séquentielle 
complète avant le transport, il doit forcément y avoir un mécanisme permettant le couplage 
entre la glycosylation et la sécrétion. Une autre hypothèse émise est que la taille du canal 
formé par le système Sec accessoire serait plus importante, permettant ainsi le passage de 
ces protéines hautement glycosylées.  
La présence de ce deuxième système Sec ouvre la porte à plein de questions comme la 
nature du signal permettant l’utilisation du système accessoire au lieu du classique. Un 
point important est que ces adhésines possèdent une séquence signal atypique, pouvant aller 
jusqu’à 90 acides aminés. Fait intéressant, cette caractéristique a aussi été observée pour les 
substrats de la famille de N-glycosyltransférases atypiques représentés par HMW1C, seul 
exemple de N-glycosylation cytoplasmique. La séquence signal de GspB est requise pour la 
reconnaissance par le système Sec accessoire et inhibe la sécrétion par le système Sec 
classique (255). Toutefois, des éléments autres que la séquence signal semblent aussi être 
requis pour le transport via le système Sec accessoire (256). Malgré la spécificité et le 
faible nombre de substrats utilisant cette voie alternative, l’étude de ce nouveau système ne 
pourra qu’améliorer notre connaissance du processus de sécrétion à travers la membrane 
plasmique.  
 
2.3. Applications biotechnologiques 
 
L’étude des différents systèmes de glycosylation bactériens, en plus d’être utile pour mieux 
comprendre la physiologie bactérienne ainsi que la biogenèse de nombreux facteurs de 
virulence, est aussi importante pour le développement de nouvelles applications 
biotechnologiques. Il est reconnu que beaucoup de glycoprotéines sont hautement 
immunogéniques. De plus, une réponse immunitaire de l’hôte dirigée contre des 
polysaccharides de surface, tels que les antigènes O et les polysaccharides capsulaires, est 
souvent efficace pour limiter ou éliminer la colonisation et l’infection causée par des 
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bactéries pathogènes (257). D’ailleurs, certains vaccins basés sur les polysaccharides 
capsulaires sont déjà utilisés en clinique (257). 
Le transfert du système général de N-glycosylation de C. jejuni chez E. coli a été un 
élément déclencheur pour l’étude des applications biotechnologiques reliées à la 
glycosylation protéique chez les bactéries (197). En effet, la production in vivo de protéines 
recombinantes N-glycosylées chez une bactérie facilement manipulable et cultivable à peu 
de frais est un avantage majeur. Plus de 70% des protéines humaines thérapeutiques 
utilisées en clinique sont N-glycosylées (258). Les coûts de production de ces protéines 
sont souvent élevés du, en autre, à l’utilisation de lignées cellulaires spécifiques pour leur 
synthèse. Il a récemment été démontré qu’il était possible de générer, chez E. coli en 
modifiant la voie pgl de C. jejuni, des protéines eucaryotes N-glycosylées possédant le lien 
asparagine-N-acetylglycosamine normalement retrouvé chez les eucaryotes (259). De plus, 
le récent transfert fonctionnel simultané de quatre glycosyltransférases eucaryotes en 
conjonction avec l’enzyme PglB de C. jejuni chez E. coli ouvre la porte à de nouvelle façon 
d’exploiter la machinerie de glycosylation bactérienne (260). En résumé, la découverte de 
ces systèmes de glycosylation bactériens a ouvert de nouveaux champs de recherche qui 
vont, à coup sur, prendre plus d’importance au cours des prochaines années. 
 
 
3. Autotransporteurs monomériques 
 
La famille des autotransporteurs monomériques appartient au système de sécrétion de type 
V, plus précisément au type Va (3). Ces protéines constituent le plus simple des systèmes 
de sécrétion chez les bactéries Gram négatif. Leur nom provient du fait que toute 
l’information nécessaire à leur sécrétion est présente dans un seul polypeptide. Toutefois, la 
biogenèse de ces protéines s’est relevée beaucoup plus complexe que présumée initialement 
et fait l’objet de nombreux débats. Dans les prochaines sections, les similitudes et 
différences structurelles présentes au sein de cette grande famille ainsi que la biogenèse de 
ces protéines seront discutées.  
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Figure 7 : Organisation structurale des autotransporteurs monomériques [figure adaptée des références 
(4, 261-263)]. A. Représentation schématique de l’organisation modulaire d’un autotransporteur 
monomérique classique (SS : séquence signal). B. Structures des domaines passagers provenant des 
autotransporteurs pertactin (Prn), Hbp, EspP, Hap et EstA. C. Structures correspondant au domaine β 
(tonneau β formé de 12 brins β en bleu et l’hélice α en rouge) des autotransporteurs Hbp, EspP, NalP, BrkA et 
EstA.  
 
 
 
3.1. Fonctions et structures des autotransporteurs monomériques 
 
De façon générale, un autotransporteur monomérique est composé de quatre régions 
distinctes, soit une séquence signal N-terminale permettant la reconnaissance par le système 
Sec, un domaine passager fonctionnel, une région de jonction ou région auto-chaperonne et 
un domaine C-terminal (domaine β) qui forme un tonneau β dans la membrane externe 
(figure 7A) (3). 
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3.1.1. Le domaine passager 
 
Le domaine passager des autotransporteurs monomériques varie du point de vue de la 
longueur. En plus, la séquence en acides aminés est extrêmement variable et ne permet pas 
de relier une protéine avec la famille des autotransporteurs. Toutefois, avec la disponibilité 
de plusieurs structures, il est maintenant apparent que, malgré cette diversité de séquence 
primaire, les domaines passagers d’autotransporteurs sont construits sur un même thème 
structural, soit une conformation en hélice β droite (Figure 7B) (157). En fait, plus de 97% 
des domaines passagers sont prédits pour avoir une hélice β comme composant structural 
majeur (264).  
La première structure à avoir été publiée est celle de la pertactin, une adhésine de 
Bordetella pertussis (265). Le domaine passager de la pertactin est formé d’une hélice β de 
16 tours, où chaque tour d’hélice est composé de 3 petits brins β connectés entre eux par 
des boucles de longueur variable. Les structures d’autres autotransporteurs tels que 
l’hémoglobine protéase (Hbp) et la sérine protéase EspP retrouvées chez E. coli (261, 266) 
ainsi que l’immunoglobuline protéase A (IgAP) et l’adhésine Hap de Haemophilus 
influenzae (262, 267) ont montré une hélice β centrale, mais aussi différents domaines 
globulaires qui sortent de la structure hélicale de base. À titre d’exemple, le domaine 
passager de Hbp est d’une longueur plus importante que celui de la pertactin, formant ainsi 
une hélice β centrale de 24 tours (266). À l’extrémité N-terminale, on retrouve un domaine 
globulaire qui est responsable de la fonction sérine protéase de Hbp. Il semblerait donc que 
cette structure d’hélice β serve d’échafaud pour l’exposition de boucles ou domaines 
portant les résidus importants pour la fonctionnalité de la protéine. Cette architecture 
particulière pourrait aussi refléter une contrainte reliée au mode de sécrétion de cette 
famille de protéines (voir plus bas). Il faut toutefois mentionner qu’il existe des exceptions, 
soit des domaines passagers d’autotransporteurs qui ne suivent pas ce thème structural 
commun. La structure entière de l’estérase EstA de Pseudomonas aeruginosa a récemment 
été résolue et montre une structure globulaire comprenant majoritairement des hélices α et 
des boucles (Figure 7B) (263).  
Une variété de fonctions a été attribuée aux domaines passagers d’autotransporteurs (3, 
268). Beaucoup d’autotransporteurs sont aussi des protéines multifonctionnelles, signifiant 
que plusieurs fonctions peuvent leur être associées (269). Certains autotransporteurs ont été 
classés dans des sous-familles, basé en grande partie sur leur fonctionnalité. Par exemple, 
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chez les Enterobacteriaceae, on retrouve la famille de SPATEs (serine protease 
autotransporters of Enterobacteriaceae). Les protéines appartenant à cette famille ont 
toutes une activité principale de sérine protéase. Cette sous-famille inclue notamment Hbp, 
EspC, EspP, Vat, Sat, Pic, Tsh, Pet, EatA, EpeA, des autotransporteurs retrouvés chez 
différentes souches de E. coli causant des diarrhées ou de E. coli extra-intestinales comme 
les APEC (avian pathogenic E. coli) ou les UPEC (uropathogenic E. coli) (270). Un 
deuxième groupe d’autotransporteurs retrouvés chez E. coli est la sous-famille des SAATs 
(self-associating autotransporters) (5). Cette famille incluait originalement AIDA-I 
(Adhesin involved in diffuse adhérence), l’Ag43 (Antigène 43) et TibA (enterotoxigenic 
invasion locus B). Ces trois protéines sont impliquées dans l’adhésion des cellules 
épithéliales mais aussi dans l’agrégation bactérienne et la formation de biofilm, d’où le nom 
de cette sous-famille. Toutefois, cette classification en familles basée sur la fonction n’est 
pas parfaite. Par exemple, la protéine Hap de H. influenzae est impliquée dans l’adhésion 
aux cellules épithéliales des voies respiratoires ainsi qu’à diverses protéines de la matrice 
extracellulaire, dans l’agrégation entre bactéries via un domaine SAAT en plus de posséder 
un domaine sérine protéase similaire à celui des SPATEs (262). Les fonctions associées aux 
domaines passagers des autotransporteurs ne sont pas limitées à celles mentionnées 
précédemment. À titre d’exemple, il est possible de citer BrkA de Bordetella pertussis qui 
procure une résistance au sérum (271), IcsA de Shigella flexneri qui permet la 
polymérisation de l’actine et le mouvement intracellulaire (272), l’adhésine McaP de 
Moraxella catarrhalis qui agit comme estérase et phospholipase (273) et VacA de H. 
pylori, une toxine multifonctionnelle, qui induit la formation de vacuoles à l’intérieur des 
cellules cibles (274). 
 
3.1.2. Le domaine β 
 
La structure finale, soit lorsque intégrée dans la membrane externe, de cinq domaines β 
provenant de différentes espèces bactériennes sont maintenant disponibles (figure 7C) (263, 
275-278). Ces cinq structures sont très similaires et se superposent facilement, suggérant 
ainsi que ce domaine est très conservé dans la famille des autotransporteurs. En effet, 
malgré l’absence de séquence primaire consensus, tous les domaines β semblent adopter 
une conformation en forme de tonneau β typique des protéines de membrane externe. Plus 
précisément, le domaine β forme un tonneau β comprenant 12 brins β reliés entres eux par 
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des boucles de longueur variable. L’intérieur du tonneau est de nature hydrophile et forme 
un pore aux dimensions internes de 10 x 12.5 Å (275). Une particularité commune à ce 
domaine β est la présence d’une hélice α qui se localise au centre du tonneau. Cette hélice, 
présente chez tous les autotransporteurs monomériques est importante pour maintenir la 
forme du tonneau ainsi que pour fermer le pore afin de maintenir l’intégrité membranaire 
(279). 
 
3.1.3. Le domaine de jonction 
 
La région des autotransporteurs monomériques localisée entre l’hélice α et le domaine 
passager est appelé domaine de jonction ou domaine auto-chaperonne. Cette région est 
aussi très bien conservée d’un point de vue structural (280). Plusieurs structures sont 
maintenant disponibles, la plupart d’entre elles ayant été cristallisées en même temps que le 
domaine passager. Une structure unique de la région de jonction est toutefois disponible 
pour l’autotransporteur IcsA de S. flexneri (281). La région de jonction possède un 
repliement similaire au domaine passager, soit une hélice β droite où chaque tour d’hélice 
est formé de trois brins β. Toutefois, la partie C-terminale adopte un repliement de type β-
sandwich qui consiste en 2 brins β arrangés de façon perpendiculaire à l’hélice β centrale. 
Le rôle de cette région a été étudié chez plusieurs autotransporteurs, incluant BrkA, AIDA-
I, Pet, IcsA, parmi d’autres (282-285). Une observation commune est que ce domaine est 
plus stable que le reste du domaine passager, c’est-à-dire qu’il est plus résistant à la 
protéolyse ou à la dénaturation thermique et chimique (281). C’est d’ailleurs la première 
région à être exposée lors du processus de translocation à travers la membrane externe (voir 
plus bas). Finalement, plusieurs études indiquent que cette région de jonction, qui adopte 
un repliement similaire à celui du domaine passager, servirait de modèle et de base pour le 
repliement subséquent du domaine passager (264, 286). Donc, la région de jonction a un 
rôle important pour la biogenèse des autotransporteurs, principalement au niveau du 
repliement extracellulaire.  
 
3.2. Biogenèse des autotransporteurs monomériques 
 
Les autotransporteurs monomériques sont des protéines exposées à la surface de la bactérie 
ou relâchées dans le milieu extracellulaire. Cela signifie que ces protéines doivent être 
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transportées dans le périplasme par un système de sécrétion de la membrane interne, 
traverser le périplasme en gardant une conformation adéquate, s’insérer dans la membrane 
externe et exposer le domaine passager à la surface et, dans certain cas, être clivées pour 
permettre la relâche du domaine passager dans le milieu extracellulaire. Leur nom 
autotransporteur provient du fait qu’aucun autre composant spécifique n’est requis pour 
leur sécrétion. Toutefois, comme il sera discuté dans la prochaine section, les protéines 
sécrétées via le système de sécrétion de type V utilisent les chaperonnes ainsi que les 
systèmes de sécrétion généraux pour permettre leur transport (Figure 8). 
 
 
Figure 8 : Biogenèse des autotransporteurs monomériques [figure adaptée de la référence (4)]. Les 
autotransporteurs monomériques sont synthétisés dans le cytoplasme puis recrutés par le système Sec. 
Certains autotransporteurs possédant un motif lipoprotéine au niveau de la séquence signal vont être 
possiblement dirigés vers la voie Lol. La séquence signal de certains autotransporteurs semble interagir avec 
YidC lors du processus de sécértion. Dans le périplasme, les autotransporteurs vont interagir avec des 
chaperonnes périplasmiques telles que DegP, SurA et Skp puis avec le complexe Bam, essentiel pour le 
repliement et l’insertion du domaine β. Le repliement du domaine passager se fait à la surface de la bactérie. 
Pour certains autotransporteurs, un événement de clivage a lieu après la sécrétion à travers la membrane 
externe, permettant la relâche du domaine passager dans le milieu extracellulaire. 
 
 
3.2.1. Transport dans le périplasme 
 
Comme pour toutes les protéines bactériennes, la transcription et la traduction a lieu dans le 
cytoplasme. La plupart des autotransporteurs possèdent une séquence signal classique pour 
le transport via le système général Sec, soit une séquence d’environ 20 à 30 acides aminés 
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et composée des régions n, h et c (3). Quelques protéines appartenant à ce groupe possèdent 
une séquence signal avec un motif typique des lipoprotéines (Leu-Ala/Ser-Gly/Ala-Cys) à 
l’extrémité C-terminale, qui permet la reconnaissance par le système Sec puis la prise en 
charge par la voie lol (localization of lipoproteins) pour une localisation finale au niveau de 
la membrane externe (100). Environ 10% des autotransporteurs monomériques possèdent 
une séquence signal anormalement longue d’environ 50 à 60 acides aminés et composée de 
cinq domaines distincts, nommés n1, h1, n2, h2 et c, où les domaines n2, h2 et c 
correspondent à un peptide signal classique (3). La séquence des domaines n1 et h1 est bien 
conservée et se nomme ESPR (extended signal peptide region). Quoique qu’il soit bien 
reconnu que les autotransporteurs monomériques, possédant ou non l’ESPR, utilisent le 
système Sec pour leur transport, la voie utilisée (co ou post-traductionnelle) pour se rendre 
au translocon SecYEG est toujours un sujet de débat. De plus, la présence d’une extension 
N-terminale à la séquence signal d’autotransporteurs appartenant à des espèces bactériennes 
éloignées d’un point de vue phylogénétique peut aussi suggérer une voie de sécrétion plutôt 
unique et inhabituelle pour ce groupe de protéines. 
Comme mentionné, la fonction exacte de l’ESPR demeure un sujet de discussion. Les 
premières études sur le sujet ont montré que des séquences signal anormalement longues, 
soit celles de Hbp et EspP, deux autotransporteurs appartenant à la famille des SPATEs, 
permettaient un recrutement des polypeptides au translocon SecYEG par la voie SRP (67, 
287). Cette observation est plutôt unique puisque le dogme sur la voie SRP est que seules 
les protéines intégrales de membrane interne sont sécrétées de façon co-traductionnelle. 
Toutefois, ces études ont été largement contredites par d’autres résultats obtenus avec Pet et 
EspP, deux SPATEs (288, 289). En effet, la présence de l’ESPR semble inhiber plutôt que 
promouvoir la liaison de SRP à la séquence signal, montrant que ces pré-protéines sont 
transportées dans le périplasme de façon post-traductionnelle. Finalement, une étude 
utilisant une technique de pontage chimique in vivo entre les pré-protéines et les 
composants de la machinerie de sécrétion Sec, montre qu’il y a une interaction entre les 
chaines naissantes de Hbp et Ffh, un composant de SRP, ainsi qu’avec le TF, SecA et SecY 
(290). De façon générale, il est convenu que la plupart des autotransporteurs possédant ou 
non l’ESPR vont être dirigés vers le système Sec de façon post-traductionnelle par la voie 
SecB. Toutefois, certains des autotransporteurs monomériques possédant une séquence 
signal un peu plus hydrophobe, comme celle de Hbp, pourraient utiliser de façon facultative 
la voie SRP ou la voie SecB-dépendante (290). 
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Parallèlement, il a été suggéré que l’absence de l’ESPR chez EspP entraine un mauvais 
repliement du domaine passager dans le périplasme, empêchant ainsi la sécrétion vers le 
milieu extracellulaire (291). Similairement, la délétion de la partie ESPR de 
l’autotransporteur Pet provoque une accélération du transport par le système Sec, suggérant 
ainsi que la présence de l’ESPR ralenti le processus de sécrétion (288). Il faut toutefois 
mentionner que la délétion de l’ESPR de Pet n’a pas d’effet sur la localisation ou la 
fonctionnalité de cette toxine, ce qui signifie que l’ESPR ne joue pas de rôle crucial dans le 
processus de biogenèse (292). Récemment, un nouveau modèle pour le rôle de l’ESPR a été 
suggéré, basé sur l’observation que les chaines naissantes de Hbp pouvaient interagir avec 
YidC au niveau de la membrane interne (293). Plus intéressant encore, la déplétion de YidC 
entraîne une agrégation anormale de Hbp dans le périplasme, et par conséquent, une 
diminution du niveau de protéine exposé à la surface. Les auteurs proposent donc que YidC 
serait requis pour maintenir le polypeptide dans un état compatible avec le transport au 
niveau de la membrane externe. Cette observation a aussi été faite pour EspC, un autre 
membre de la famille des SPATEs (293). Il est important de mentionner que c’est le 
premier exemple d’une protéine transportée dans le périplasme utilisant YidC, 
généralement requise uniquement pour l’insertion des protéines de membrane interne. 
Toutefois, ce modèle reste à être vérifié pour d’autres autotransporteurs, tenant compte du 
fait que pour IcsA, le seul autotransporteur n’appartenant à la sous-famille de SPATEs à 
avoir été étudié du point de vue transport à travers la membrane interne, la déplétion de 
YidC n’a aucun effet (294).  
D’un point de vue externe, ces résultats sont assez confus. En effet, la fonction exacte de 
l’ESPR dans la biogenèse des autotransporteurs demeure clairement indéterminée puisque 
pour chaque protéine étudiée, les résultats obtenus suggèrent un modèle de biogenèse 
différent, impliquant la voie SecB-dépendante uniquement ou SecB et SRP indifféremment. 
Toutefois, il est, selon moi, de plus en plus évident que l’ESPR de ces séquences signal 
permet le ralentissement du processus de sécrétion, avec des conséquences variables. Par 
contre, si ce ralentissement de la sécrétion est un facteur important pour la biogenèse, 
pourquoi seulement 10% des autotransporteurs monomériques possèdent cette extension? 
Un autre point à noter est que toutes ces études, à l’exception de celle portant sur IcsA de S. 
flexneri, ont été faites sur des autotransporteurs appartenant à la sous-famille des SPATEs. 
Pourtant, d’autres autotransporteurs ayant des fonctions différentes, tels que AIDA-I, TibA 
ou l’Ag43, possèdent aussi l’ESPR (5). Il serait donc intéressant de voir le rôle de cette 
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extension pour ces protéines ainsi que pour des autotransporteurs retrouvés chez des 
espèces bactériennes autres que E. coli.   
 
3.2.2. Transit périplasmique 
 
La plupart des protéines de membrane externe vont interagir avec des chaperonnes 
périplasmiques pour faciliter leur passage à travers le périplasme. SurA, une cis/trans 
peptidyl-prolyl isomérase, est la chaperonne périplasmique principale. Parallèlement, la 
voie Skp/DegP est aussi utilisée, surtout en condition de stress (87). Skp est une 
chaperonne générale tandis que DegP peut aussi bien agir à titre de chaperonne que de 
protéase, servant donc de système de contrôle qualité pour l’espace périplasmique. D’autres 
chaperonnes telles que FkpA, PpiA, ppiD, aussi des peptidyl prolyl isomérases, ainsi que 
les protéines Dsb, impliquées dans la formation des ponts disulfure, sont présentes dans le 
périplasme. Ces chaperonnes sont nécessaires pour maintenir les protéines de membrane 
externe dans une conformation compatible avec leur insertion/translocation au niveau de la 
membrane externe.  
Comme la plupart des protéines de membrane externe, les autotransporteurs monomériques 
requièrent la présence de chaperonnes périplasmiques pour une sécrétion optimale, 
suggérant ainsi que la famille des autotransporteurs suit les mêmes règles générales que la 
plupart des protéines de membrane externe de E. coli. L’autotransporteur EspP de E. coli, 
est le mieux caractérisé du point de vue transit périplasmique. Une première étude a montré 
qu’il y a une interaction séquentielle entre EspP et les chaperonnes périplasmiques (295). 
En effet, le domaine passager de cette SPATE interagit initialement avec Skp puis avec 
SurA. D’autres études menées par le groupe de James P. Nataro ont confirmé ces résultats 
en plus de démontrer que le domaine passager de EspP pouvait aussi interagir avec DegP et 
FkpA (296, 297). Ces études ont aussi mis en évidence que l’interaction entre le domaine 
passager de EspP et les chaperonnes périplasmique était de nature transitoire, ce qui peut 
expliquer la variabilité des résultats obtenus. Dans le cas de Hbp, une interaction entre un 
intermédiaire de sécrétion, soit un mutant de Hbp bloqué au niveau de la membrane 
externe, et SurA a aussi été démontrée (298). Pour le domaine β, ces deux mêmes études 
ont démontrés soit une interaction avec Skp seul ou soit avec Skp et SurA (295, 296). Un 
des modèles suggérés pour EspP est donc que Skp serait la chaperonne principale qui 
interagirait avec le domaine β immédiatement après (ou possiblement pendant) le transport 
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par le système Sec, permettant ainsi au domaine β de rester dans un conformation adéquate 
(295). Skp et SurA entreraient en contact avec le domaine passager de façon transitoire et 
séquentielle, suivi d’un transfert au complexe Bam via SurA (voir la prochaine section).  
Ces études visaient principalement à identifier des facteurs pouvant interagir avec les 
autotransporteurs lors de leur biogenèse. Toutefois, ces résultats ne tiennent pas compte de 
l’importance réelle de ces chaperonnes in vivo. Étudier la relevance de chaperonne générale 
comme SurA, Skp et DegP n’est pas facile, puisque leur inactivation a souvent un effet 
pléiotrope, du moins chez E. coli. Les premières études menées sur l’autotransporteur IcsA 
de S. flexneri ont démontré qu’une inactivation de Skp, DegP ou SurA a un impact négatif 
sur le phénotype associé à l’expression de IcsA, soit la motilité intracellulaire dépendante 
de la polymérisation de l’actine (299, 300). Toutefois, le niveau de tonneau β retrouvé dans 
la membrane externe est constant et similaire à la souche sauvage, en plus d’être 
correctement replié. Ces résultats suggèrent donc que l’inactivation d’une de ces 
chaperonnes n’entraine pas de défaut d’insertion ou de repliement du tonneau β, mais plutôt 
du domaine passager. Des résultats concordants ont aussi été observés pour AIDA-I 
puisque le repliement in vitro du domaine β n’est pas influencé par la présence de Skp, 
SurA ou DegP (301). Il est aussi intéressant de noter que l’inactivation d’une chaperonne 
peut être complémentée par la surexpression d’une autre, suggérant que l’interaction entre 
un autotransporteur et une chaperonne périplasmique n’est pas spécifique et exclusif (296, 
300). L’ensemble de ces résultats montre que les protéines appartenant à la famille des 
autotransporteurs chez E. coli vont interagir avec des chaperonnes générales lors de leur 
passage dans le périplasme. Ce constat n’est pas surprenant puisque la plupart des protéines 
de membrane externe de E. coli requièrent aussi l’assistance de ces chaperonnes. Toutefois, 
le rôle exact de cette interaction, soit maintenir le tonneau β ou le domaine passager dans 
un état de repliement compatible ou tout simplement protéger le domaine passager contre 
une dégradation prématurée, reste à déterminer. 
 Il est intéressant de mentionner que ces études ont toutes été faites chez E. coli (ou 
Shigella). Quoique cette espèce reste un bon modèle d’étude, il est toujours instructif de 
regarder le mode de fonctionnement chez d’autres organismes. À titre d’exemple, chez 
Bordetella pertussis, SurA est une protéine essentielle. De plus, une nouvelle chaperonne 
de type parvuline, nommée Par27, interagit spécifiquement avec des protéines sécrétées via 
le système de type V, dont FHA, BrkA, Tcf et SphB1 (302). Quoique Par27 ne soit pas 
essentielle in vivo pour la sécrétion de ces substrats, l’existence d’une chaperonne 
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spécifique aux autotransporteurs ou aux systèmes de sécrétion à deux partenaires est 
intéressant. Chez Neisseria meningitidis, les chaperonnes périplasmiques ont une 
importance moindre que chez E. coli. D’ailleurs une inactivation de DegQ (homologue de 
DegP de E. coli), Skp ou SurA n’a pas d’effet sur l’insertion du tonneau β ou l’exposition 
extracellulaire du domaine passager pour l’autotransporteur IgA protéase ou pour 
l’autotransporteur trimérique NhhA (303).  
 
3.2.3. Translocation au niveau de la membrane externe 
 
Cette étape de la biogenèse des autotransporteurs est la moins bien comprise, 
principalement du au fait qu’il a longtemps été supposé que les protéines de membrane 
externe s’inséraient de façon spontanée. Le complexe d’insertion de ces protéines, le 
système Bam, n’a été découvert que récemment et on commence seulement à comprendre 
son mode d’action. Globalement, cette étape de la biogenèse peut être regardée comme 
deux évènements différents, soit l’insertion du tonneau β dans la membrane externe ainsi 
que la translocation et le repliement du domaine passager. 
Il est maintenant clair que le complexe Bam est requis pour l’insertion du domaine β des 
autotransporteurs, au même titre que la plupart des protéines de membrane externe. Des 
études ont montré une interaction directe entre BamA et le domaine β de EspP et Hbp (298, 
304). Par ailleurs, la déplétion de BamA a un effet négatif sur la biogenèse de plusieurs 
autotransporteurs monomériques, dont IcsA et AIDA-I (305). De plus, tous les 
autotransporteurs étudiés à ce jour possèdent le motif de reconnaissance C-terminal requis 
pour l’interaction avec le complexe Bam. Une étude réalisée avec EspP a démontré que le 
domaine β interagissait de façon séquentielle avec SurA, BamA, BamB puis BamD, 
suggérant ainsi un transfert du domaine β de la chaperonne périplasmique à BamA puis aux 
autres composants du complexe, possiblement impliqués dans les étapes plus tardives du 
processus d’insertion (295). Il est à noter que BamB, BamC et BamE ne semblent pas 
essentiels pour une insertion optimale des autotransporteurs monomériques (306).  
L’étape de translocation du domaine passager au travers de la membrane externe est 
toujours un sujet d’étude qui mène à de nombreux débats. Deux modèles distincts sont 
présentement mis de l’avant, soit le modèle d’épingle à cheveux ou le modèle BamA. Le 
modèle BamA suggère que le complexe Bam, en plus d’être essentiel pour l’insertion du 
tonneau β, est aussi requis pour la sécrétion du domaine passager. La première hypothèse 
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est que BamA sert de pore pour la sécrétion du domaine passager à la place du domaine β. 
Cette hypothèse est peu plausible puisque cela suggère que les deux pores (BamA et le 
domaine β) doivent s’ouvrir latéralement pour effectuer le transfert du domaine passager, 
ce qui implique un bris de nombreuses liaisons hydrogènes. De plus, il a récemment été 
montré que la séquence du domaine β ne peut pas être remplacée par celle d’une autre 
protéine de membrane externe, suggérant que le domaine β n’est pas seulement un pore 
mais joue aussi un rôle actif dans le processus de sécrétion (307). La deuxième idée 
suggérée est que le domaine β de l’autotransporteur s’insère en entier dans le pore de 
BamA, maintenant ainsi le tonneau dans un état compatible avec le passage du domaine 
passager (308). Toutefois, aucune preuve expérimentale ne permet de suggérer que BamA 
forme un pore d’une taille suffisante pour accommoder le tonneau β d’un autotransporteur 
monomérique. Alternativement, BamA et le domaine β pourraient simplement interagir lors 
du processus de sécrétion pour permettre au tonneau β de maintenir une conformation 
compatible avec le passage du domaine passager (298). Cette proposition reste toutefois 
hypothétique puisqu’une interaction entre BamA et un domaine passager n’a été observée 
que pour un intermédiaire de sécrétion bloqué au niveau de la membrane externe (298).  
Le deuxième modèle général est celui de l’épingle à cheveux. Ce modèle suggère que la 
partie C-terminale de la protéine va être exposée à la surface en premier via le domaine β. 
Ceci implique que deux chaines polypeptidiques doivent se trouver à l’intérieur du tonneau 
β simultanément, une chaine resterait statique tandis que l’autre serait en mouvement pour 
permettre le passage du domaine passager entier du C-terminus vers le N-terminus. 
Plusieurs études ont présenté des résultats en accord avec ce modèle, principalement en 
utilisant des intermédiaires de sécrétion bloqués au niveau de la membrane externe (306, 
307, 309, 310). Dans tous les cas rapportés, c’est la partie C-terminale de l’autotransporteur 
qui est exposée à la surface, tandis que la partie N-terminale du domaine passager se situe 
dans le périplasme de la bactérie. Le principal point de litige concernant ce modèle est la 
taille du pore. En effet, dans les structures de domaine β disponibles, le pore est 
relativement étroit et complètement occupé pas une simple hélice α (Figure 7C), ce qui 
suggère que seul deux chaines polypeptidiques complètement dépliées peuvent être 
présente en même temps dans le pore. Toutefois, plusieurs études ont démontré que des 
domaines passagers comprenant certains éléments de structure secondaire ou des boucles 
de petites taille formées par des ponts disulfures pouvaient être sécrétées correctement 
(307, 311-313). Une réponse à cet argument est maintenant disponible grâce à la récente 
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structure de FimD, le composant localisé dans la membrane externe des Fimbriae de type I, 
avec ou sans substrat (314). FimD, un tonneau β de 24 brins, forme un pore dans la 
membrane externe qui permet le transport des sous-unités du fimbriae. La structure de 
FimD seule montre un pore de forme ovale (5.2 nm x 2.8 nm) tandis que cette même 
protéine en présence de FimH, une sous-unité du Fimbriae, a une forme plus circulaire (4.4 
nm x 3.6 nm) permettant ainsi le passage de la protéine FimH complètement repliée. Cette 
étude est la première qui démontre que les tonneaux β sont des structures dynamiques qui 
peuvent modifier leur forme pour accommoder certains types de substrats. Cette 
observation ouvre donc la voie à de nombreuses spéculations, dont celle que les tonneaux β 
des autotransporteurs peuvent aussi subir un changement de conformation qui permettrait le 
passage de certains éléments de structures présent dans les domaines passagers. Ce modèle 
est donc celui qui est le plus plausible pour expliquer la translocation du domaine passager 
des autotransporteurs à travers la membrane externe.  
 
Une des questions importantes à propos de la sécrétion du domaine passager à travers la 
membrane externe est la source d’énergie utilisée. En effet, la plupart des systèmes de 
sécrétion utilisent la force proton motrice ou des ATPases, qui peuvent être considérées 
comme des moteurs fournissant l’énergie mécanique requise afin de permettre le passage de 
molécules à travers une membrane biologique. Toutefois, le périplasme et la membrane 
externe sont dépourvues de sources d’énergie telles que l’ATP ou la force proton motrice. 
L’hypothèse principale est que le repliement du domaine passager lors de la sécrétion 
fournit l’énergie nécessaire (264). En C-terminal de la partie extracellulaire, se trouve le 
domaine de jonction, exposé à la surface en premier lors de la sécrétion. Cette région,  plus 
stable que le reste du domaine passager, servirait de base pour le repliement (264, 286). 
Une étude récente faite avec la Pertactine et Pet démontre que la sécrétion des 
autotransporteurs est dépendante de l’anisotropie au niveau de la stabilité de la région 
sécrétée (région de jonction et domaine passager) (315). En fait, une région de jonction 
avec une grande stabilité ainsi qu’un domaine passager avec une faible stabilité permet une 
efficacité de sécrétion optimale. Alternativement, une région de jonction insuffisamment 
stable entraine une diminution de la sécrétion à travers la membrane externe. Le modèle qui 
ressort de cette étude est donc que la sécrétion à travers la membrane serait en fait une 
diffusion directionnelle biaisée, basée sur les propriétés de repliement du domaine passager, 
expliquant donc pourquoi l’ATP n’est pas requis. Ce modèle concorde aussi avec une étude 
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précédente qui montrait que la mutation d’un acide aminé aromatique, situé au centre de 
l’hélice β formée par le domaine de jonction, empilé avec d’autres résidus aromatiques 
pour maintenir la conformation de l’hélice, cause une abolition de la sécrétion. Cette 
mutation influence très certainement la stabilité de la région de jonction, affectant ainsi la 
distribution de la stabilité chez cet autotransporteur (316). Il faut toutefois mentionner que 
pour l’autotransporteur BrkA, une délétion entière du domaine de jonction n’inhibe pas la 
sécrétion, mais résulte en un domaine passager moins stable et sensible à la dégradation 
protéolytique à la surface de la bactérie (282), ce qui suggère quand même que les 
évènements de sécrétion et repliement peuvent être dissociés dans certaines circonstances.  
 
Au moment du dépôt de cette thèse, une étude tout juste publiée a décrit un nouveau groupe 
de protéines retrouvé dans toutes les classes de protéobactéries et nommé TAM 
(translocation and assembly module), qui comprend TamA, une protéine intégrale de 
membrane externe appartenant à la superfamille BamA, et TamB, une protéine intégrale de 
membrane interne (317). Ces deux protéines forment un complexe trans-enveloppe qui est 
essentiel pour la sécrétion d’autotransporteurs monomériques à travers la membrane 
externe. Quoique intéressant, cet article du groupe de Trevor Lithgow génère plus de 
questions que de réponses. Comment le complexe TAM permet la sécrétion des 
autotransporteurs ? En interagissant avec les domaines passagers dans le périplasme ? Si 
oui, cela signifie que les autotransporteurs doivent interagir à la fois avec le complexe Bam 
(pour le domaine β) et le complexe Tam, ce qui, théoriquement, nécessiterait un haut 
niveau de coordination. Est-ce que ce complexe est requis uniquement pour les 
autotransporteurs monomériques ou pour les trimériques et les membres des sous-familles 
Vd et Ve ? Un autre élément à considérer est qu’un complexe traversant l’enveloppe entière 
implique un accès aux sources énergétiques présentes dans le cytoplasme et remet en 
question tout ce qui a été assumé sur les autotransporteurs monomériques, soit un système 
de sécrétion qui ne requiert aucune source d’énergie et aucune protéine accessoire 
spécifique. Toutefois, à mon avis, d’autres études devront confirmer ces observations avant 
que le complexe TAM ne soit considéré comme un composant essentiel à la sécrétion par le 
système de sécrétion de type V. 
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3.2.4. Clivage 
 
Plusieurs autotransporteurs monomériques sont clivés après la sécrétion à travers la 
membrane externe. Le clivage peut résulter en une relâche du domaine passager dans le 
milieu extracellulaire. Alternativement, dans certains cas, le domaine passager reste associé 
de façon non covalente à la surface de la bactérie. Les mécanismes de clivage décrits pour 
les autotransporteurs sont nombreux et variés. Certains autotransporteurs vont être clivés 
par d’autres protéines de membrane externe. À titre d’exemple, IcsA de Shigella flexneri 
est clivé par la protéase IcsP (318) alors que chez N. meningitidis, App, AusI, MspA et 
l’IgA protéase sont clivés par l’autotransporteur NalP (319-321). Toutefois, la plupart des 
autotransporteurs vont être clivés par un mécanisme autocatalytique. Dans le cas de Hap de 
H. influenzea, le clivage est de nature intermoléculaire où une molécule de Hap à la surface 
va couper une seconde molécule de Hap, via un domaine serine protéase (322). Pour les 
membres de la famille des SPATEs, le clivage est autocatalytique et de nature 
intramoléculaire (323). En effet, le clivage a lieu au niveau de l’hélice α située à l’intérieur 
de tonneau β et implique un résidu aspartate et un résidu asparagine, tous deux bien 
conservés dans la famille des SPATEs. Ce mécanisme de clivage a aussi été démontré pour 
les autotransporter pertactin et BrkA de Bordetella pertussis (323). Il faut mentionner que 
le mécanisme de clivage pour plusieurs autotransporteurs tels que VacA (324), Ag43 (325), 
AIDA-I (326), les protéines polymorphiques de Chlamydia pneumoniae (327), parmi 
d’autres, demeure inconnu. 
Quel est le rôle de ce clivage? La réponse est assez simple pour la plupart des 
autotransporteurs. Il est évident que les protéines qui ont des fonctions de nature 
cytotoxique, comme la toxine VacA de Helicaobacter pylori (274), ou qui doivent être 
internalisées par les cellules hôtes pour avoir leur effet, comme pour l’entérotoxine Pet de 
E. coli (328), doivent être clivées et relâchées dans le milieu extracellulaire. IcsA est une 
protéine de S. flexneri localisée à un pôle de la bactérie et qui permet la polymérisation de 
l’actine et le mouvement intracellulaire (329). Le clivage de cette protéine, quoique partiel, 
est important pour maintenir la polarité et ainsi l’efficacité du déplacement bactérien (330). 
Dans le cas de l’adhésine Hap de H. influenzae, le clivage est aussi partiel et sert de 
mécanisme de régulation pour les fonctions d’adhésion et auto-agrégation (331). La 
fonction associée avec le clivage de certains autotransporteurs, particulièrement lorsque le 
domaine passager est clivé mais reste associé à la membrane externe comme pour AIDA-I 
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et Ag43 demeure inconnue. Ces deux protéines sont impliquées dans l’adhésion, 
l’agrégation bactérienne ainsi que la formation de biofilm, toutes des fonctions qui 
nécessite la présence de la protéine à la surface de la bactérie (5). 
 
3.2.5. Autres particularités  
 
Certains autotransporteurs monomériques présentent des particularités qui leur sont propres 
et souvent requises pour leur fonction telles qu’une localisation polaire, l’ajout d’un 
groupement lipidique (lipoprotéine) ou l’ajout de sucres.  
L’autotransporteur IcsA de S. flexneri est le modèle d’étude pour la localisation polaire. La 
présence de cette protéine à un seul pôle est clairement en lien avec sa fonction, soit 
permettre la polymérisation de l’actine et la formation d’une « queue » d’actine requise 
pour le mouvement intracellulaire (329). Toutefois, le mécanisme permettant cette 
localisation demeure encore inconnu. Il a été démontré que la localisation polaire 
s’effectuait dans le cytoplasme indépendamment de la sécrétion (294). De plus, IcsA est 
aussi localisée au pole chez E. coli, Salmonella typhimurium, Yersinia pseudotuberculosis 
ou Vibrio cholerae, suggérant que le mécanisme de localisation est conservé chez plusieurs 
groupes de bactéries Gram négatif (332). Plusieurs études ont essayé de trouver un 
récepteur cytoplasmique de IcsA au pole. DnaK, une chaperonne cytoplasmique ainsi que 
FtsQ, un composant de la machinerie de division cellulaire, sont tous les deux impliqués 
dans la localisation polaire de IcsA, quoique de façon indirecte (333, 334). D’autres 
autotransporteurs tels que SepA de S. flexneri, AIDA-I de E.coli et BrkA de B. pertussis 
sont aussi localisés au pole de Shigella ou E. coli, quoique la présence de LPS complet est 
nécessaire (335). Le rôle de la localisation polaire de ces protéines reste toutefois inconnu 
et beaucoup moins évident que pour IcsA. En effet, SepA, un membre de la famille des 
SPATEs est sécrété dans le milieu extracellulaire et possède une activité serine protéase 
(336). La localisation polaire ne joue probablement aucun rôle fonctionnel, si ce n’est que 
de permettre une concentration de protéines sécrétées au même endroit. BrkA est impliquée 
dans la résistance au sérum en interagissant directement avec des composants de la voie 
classique d’attaque du complément en plus d’avoir un rôle dans l’adhésion (337). 
Similairement, AIDA-I est impliqué dans l’adhésion aux cellules ainsi que dans 
l’agrégation bactérienne et la formation de biofilm (231, 338). Quel est donc l’avantage 
pour ces protéines d’être sécrétées à un pole uniquement? Autre point intéressant, malgré 
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tous les efforts des dernières années et l’utilisation de plusieurs systèmes de criblage (333, 
334), aucun récepteur direct permettant la localisation polaire n’a pu être identifié pour 
IcsA. Par conséquent, beaucoup de travail reste à faire pour comprendre la relevance et le 
mécanisme de localisation polaire de ces autotransporteurs.  
Une autre modification retrouvée chez les autotransporteurs est l’ajout d’un groupement 
lipidique. En fait cette modification est plutôt unique et retrouvée chez seulement trois 
autotransporteurs, soit NalP de N. meningitidis (321), SphB1 de B. pertussis (164) et AlpA 
de H. pylori (339). NalP et SphB1 ont une bonne similarité de séquence et sont toutes deux 
responsables du clivage de d’autres protéines de membrane externe soit la protéine TpsA 
Fha pour SphB1 et plusieurs autotransporteurs pour NalP. Dans le cas de SphB1, l’ancrage 
lipidique est essentiel pour la fonctionnalité (340). La fonction de cet ajout pour NalP est 
moins bien connue. En effet, l’ajout d’un lipide ne permet pas la rétention du domaine 
passager de NalP à la surface, puisqu’un événement de clivage a lieu à environ 30 acides 
aminés de l’extrémité N-terminale de la protéine (321). Il a toutefois été suggéré que ce 
clivage de NalP pourrait être une façon de réguler son activité protéolytique envers d’autres 
autotransporteurs.  
La dernière modification décrite chez les autotransporteurs est la glycosylation. L’ajout de 
sucres a seulement été décrit pour quatre autotransporteurs de E. coli, soit AIDA-I (7), 
TibA (8) et Ag43 (9) ainsi que EhaJ (228). Le mécanisme et la fonction de cette 
modification ont déjà été discutés dans une section précédente (voir section 2.2.3). 
 
3.3. Utilisation biotechnologiques 
 
Depuis la découverte de l’IgA protéase, plusieurs groupes ont vu le potentiel de ce nouveau 
type de système de sécrétion pour des applications biotechnologiques. La production de 
protéines recombinantes chez les bactéries, particulièrement chez E. coli, est hautement 
désirée du en partie aux plus faibles coûts d’utilisation ainsi qu’à la grande capacité de 
production. L’utilisation du système de sécrétion de type V pour la production de protéines 
recombinantes est avantageuse pour plusieurs raisons : C’est un système de sécrétion parmi 
les plus simple, plusieurs autotransporteurs sont naturellement produit chez E. coli et il 
permet soit la présentation d’une molécule à la surface, soit sa sécrétion dans le milieu 
extracellulaire, facilitant ainsi l’étape de purification (341). De plus, l’utilisation d’un hôte 
comme E. coli permet une manipulation génétique plus simple, telle que l’utilisation de 
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souches déficientes pour certains facteurs de repliement comme DsbA ou certaines 
protéases comme OmpT, optimisant ainsi l’utilisation d’autotransporteurs monomériques. 
AIDA-I est un des autotransporteurs les plus utilisés pour les applications 
biotechnologiques puisqu’il est présent chez E. coli et que sa biogenèse est relativement 
bien connue (342). Des exemples de présentation fonctionnelle de divers types d’enzymes, 
telles que des hydrolases, des estérases et des oxydoréductases, existent présentement dans 
la littérature.  
Un tel système de présentation de peptides ou de protéines à la surface d’une bactérie peut 
servir pour de multiples applications. En effet, ce système peut servir pour la production 
basique de protéines hétérologues, comme outil de criblage pour la découverte de nouveaux 
produits pharmaceutiques ou commerciaux ou encore pour l’exposition d’épitopes ou 
antigènes à la surface pour le développement de vaccins vivants atténués. L’utilisation des 
autotransporteurs comme outil biotechnologique va grandement être facilitée par une 
meilleure connaissance de la biogenèse et de la structure de ces derniers, permettant 
éventuellement la présentation d’une variété de molécules à la surface des bactéries.  
En plus de leur utilisation comme système de présentation, les autotransporteurs sont des 
cibles envisageables pour la génération de vaccin acellulaire. D’ailleurs, il existe 
présentement un vaccin acellulaire contre B. pertussis utilisant, entre autres, 
l’autotransporteur pertactin. Comme autre exemple, l’autotransporteur Hap de H. influenzae 
est aussi considéré comme une cible potentielle. En effet, le domaine passager de Hap 
permet le développement d’anticorps chez la souris, en plus de protéger des souris pré 
immunisées contre une colonisation des voies respiratoires (343).  
 
4. AIDA-I  
 
L’autotransporteur AIDA-I (Adhesin involved in diffuse adherence) retrouvé chez E. coli 
est un des autotransporteurs monomériques les plus étudiés, du point de vue de son rôle en 
tant que facteur de virulence, comme modèle d’étude pour la biogenèse de cette famille de 
protéines ainsi que comme outil de présentation de protéines hétérologues à la surface de E. 
coli. C’est aussi la protéine qui a servit de modèle d’étude pour la présente thèse de 
doctorat. La prochaine section est donc dédiée à la présentation spécifique de cet 
autotransporteur monomérique. 
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4.1. Nomenclature 
 
La classification principale des autotransporteurs monomériques a été faites par Henderson 
et collègues en 2004 (3). Dans cette dernière, on retrouve une famille d’autotransporteurs 
nommée AIDA. En fait, Cette famille était considérée à ce moment comme la plus grande 
avec plus de 55 membres identifiés, incluant AIDA-I, Ag43 et TibA de E. coli, IcsA de S. 
flexneri, ShdA et MisL de Salmonella enterica ainsi que AutA et AutB de N. meningitis 
(3). Cette classification était basée sur la présence du domaine COG3468, représentant les 
644 acides aminés C-terminaux d’AIDA-I. Toutefois, on sait maintenant que cette région 
d’AIDA-I correspond principalement au domaine β et au domaine de jonction, expliquant 
ainsi le grand nombre de protéines appartenant à cette famille. En fait, les fonctions 
associées avec les membres de la famille AIDA-I sont variées et très peu de similarité au 
niveau de la séquence du domaine passager existe. Une étude plus récente a fait le 
recensement de tous les autotransporteurs présents dans les 28 génomes d’E. coli, complet 
ou partiel, disponibles en 2010 (344). Les auteurs ont identifiés, par analyse 
bioinformatique, 215 autotransporteurs appartenant à trois familles distinctes, dont les 
SPATES, les autotransporteurs trimériques et la famille AIDA. Tout comme la 
classification précédente, les membres de la famille AIDA sont reconnus uniquement par le 
domaine β et la région de jonction. Par contre, les auteurs ont poussé la caractérisation un 
peu plus loin en observant que tous les membres de cette famille possèdent des répétitions 
internes dans leur domaine passager, quoique la séquence et la longueur de ces répétions 
varient énormément. De plus, le type de phénotype associé aux autotransporteurs de la 
famille AIDA semble assez bien conservé, incluant une implication dans l’adhésion et 
l’invasion de cellules de l’hôte, l’adhésion aux composants de la matrice extracellulaire, la 
formation d’agrégats bactériens ainsi que la formation de biofilm (344). Toutefois, comme 
cette étude reste uniquement centrée sur E. coli, on ne peut pas étendre ces observations 
aux autotransporteurs de type AIDA retrouvés chez d’autres espèces bactériennes. En 
résumé, la classification d’un autotransporteur dans la famille AIDA ne signifie pas 
nécessairement une similarité fonctionnelle ou au niveau de la séquence avec 
l’autotransporteur prototype retrouvé chez E. coli et nommé AIDA-I. 
 
 
 
 60
4.2. Pathogenèse associée à l’expression d’AIDA-I 
 
AIDA-I a été initialement identifiée dans un cas de diarrhée infantile causée par la souche 
de E. coli 2787 (O126 :H27) (338). Les auteurs ont rapidement démontré que l’expression 
d’AIDA-I était associée à une capacité des bactéries d’adhérer de façon diffuse à des 
cellules épithéliales, classant ainsi AIDA-I comme facteur de virulence retrouvé chez des 
souches de DAEC (diffuse-adhering E. coli) (338, 345). Toutefois, suite à la découverte 
d’AIDA-I, des études effectuées en France ont montré que très peu de souches de E. coli, 
soit entre 2 et 4 %, isolées de patients hospitalisés atteint de diarrhée, possédaient le gène 
codant pour AIDA-I (346, 347). En fait, des études plus récentes ont démontré qu’AIDA-I 
était plus souvent associé à des souches de E. coli causant des diarrhées post-sevrage et la 
maladie de l’œdème chez le porc. Ces études varient toutefois sur la prévalence d’AIDA-I 
dans les isolats cliniques, principalement du au pays où l’étude à été menée. Plus 
précisément, 41% des isolats en Allemagne (348), 63% en Belgique (349), 7% en Corée 
(350), 9% au Canada (351), 27% aux Etats-Unis (352) et 6,5% en Chine (353) se sont 
révélés AIDA positifs, suggérant un rôle assez important d’AIDA-I comme facteur de 
virulence chez le porc. Ces études ont aussi permis de montrer que la présence d’AIDA-I 
n’est pas limitée aux souches de DAEC, mais qu’AIDA-I est aussi retrouvé chez des isolats 
de type ETEC (enterotoxigenic E. coli) ou STEC (Shiga toxin-producing E. coli). Il est 
important de mentionner que dans toutes ces études, aucun isolat provenant de porcs sains 
possédaient le gène codant pour AIDA-I. De plus, une étude d’infection expérimentale chez 
des porcelets nouveaux-nés, utilisant la souche ETEC PD20 qui possède AIDA-I et la 
toxine STb comme facteurs de virulence, a démontré qu’AIDA-I est requis pour 
l’apparition des symptômes diarrhéiques (354).  
Malgré l’implication principale d’AIDA-I dans l’adhésion chez le porc, très peu d’études, 
toutes effectuées en France, ont réellement testé la prévalence de cette protéine dans des 
isolats humains (346, 347). En fait, il semble y avoir une certaine similarité entre les 
séquences d’AIDA-I porcines et la séquence de la souche humaine 2787 (355). De plus, le 
gène codant pour AIDA-I est localisé sur un plasmide (338), ouvrant ainsi la possibilité 
d’un transfert entre souches de E. coli porcines et humaines. De façon globale, on considère 
qu’AIDA-I est requis pour l’attachement des bactéries aux parois intestinales des porcs, soit 
au niveau du mucus ou des entérocytes, permettant ensuite la libération de toxines dans un 
environnement restreint à proximité des cellules. Cette concentration de toxines va 
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permettre un effet maximal, soit une sécrétion d’électrolytes et une diminution de 
l’absorption d’eau par les cellules, entrainant ultimement une diarrhée (356). 
 
4.3. Structure et biogenèse d’AIDA-I 
 
L’organisation structurelle d’AIDA-I correspond à une organisation classique pour un 
autotransporteur monomérique (Figure 9). AIDA-I est synthétisé sous la forme d’une pré-
pro-protéine de 1286 acides aminés (357). Tout d’abord, cette protéine possède une 
séquence signal en N-terminal de 49 acides aminés avec l’ESPR caractéristique aux 
autotransporteurs et permettant le transport à travers la membrane plasmique par le système 
Sec. Les évènements menant la pré-pro-protéine au translocon n’ont jamais été étudiés 
directement pour AIDA-I et demeurent inconnus.  
 
Figure 9 : Organisation structurale d’AIDA-I. En haut : représentation schématique de l’organisation 
modulaire d’AIDA-I. SS : séquence signal, α : hélice α. À gauche : Weblogo (http://weblogo.berkeley.edu/) 
représentant la conservation des acides aminés dans le motif répété de 19 acides aminés. À droite : Chaque 
répétition du motif consensus de 19 acides aminés est prédit pour former un tour d’hélice β en adoptant une 
structure secondaire composé de trois petits brins β (157). 
 
 
Suite à l’enlèvement de la séquence signal, la pro-protéine est relâchée dans le périplasme 
de la bactérie. Pour le transport périplasmique d’AIDA-I, aucune donnée spécifique n’est 
disponible. Toutefois, une étude visant à caractériser le repliement in vitro du domaine β en 
association avec le domaine de jonction a montré que SurA, Skp et DegP ne pouvaient pas 
promouvoir le repliement de ce fragment d’AIDA-I en solution (301). De plus, par analyse 
de changement dans le profil de fluorescence intrinsèque, aucune interaction ente le 
domaine β d’AIDA et Skp n’a pu être observée. Toutefois, ces études ont été faites in vitro 
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sur une protéine tronquée. Sachant maintenant que, pour certains autotransporteurs, surtout 
ceux retrouvés chez E. coli, l’interaction avec des chaperonnes périplasmiques est requise 
pour une biogenèse optimale, une étude plus approfondie du transport périplasmique 
d’AIDA-I est à coup sur requise.  
La partie C-terminale d’AIDA-I (acides aminés 952 à 1286) est formée d’un domaine β 
classique. Originalement, les programmes de prédiction de structure prévoyaient 14 brins β 
transmembranaires pour le domaine β (284). Toutefois, avec les cinq structures maintenant 
disponibles montrant toutes un domaine β d’autotransporteurs monomériques à 12 brins β, 
il est fort possible que ces observations s’appliquent aussi à AIDA-I. D’ailleurs, une 
modélisation plus récente, basée sur la structure de NalP, suggère qu’AIDA-I forme bien un 
tonneau β avec 12 brins (358). La séquence C-terminale d’AIDA-I contient le motif de 
reconnaissance pour le complexe Bam. Il a d’ailleurs été démontré que la déplétion de 
BamA affectait la biogenèse d’AIDA-I, suggérant, que comme la plupart des protéines de 
membrane externe, qu’AIDA-I utilise le complexe Bam pour l’insertion dans la membrane 
externe (305). Le domaine de jonction d’AIDA-I correspond aux résidus 847 à 951. 
Comme pour tous les autotransporteurs, cette région est essentielle pour la biogenèse de 
cette protéine (284). En fait, l’introduction de mutations à différents endroits entre le 
domaine de jonction et le tonneau β (positions 965, 974 et 976) permet la sécrétion du 
domaine passager à la surface mais dans une conformation anormale et sensible aux 
protéases, suggérant un rôle primordial pour le repliement extracellulaire du domaine 
passager (358).  
Suite à la sécrétion du domaine passager dans le milieu extracellulaire, un événement de 
clivage a lieu. Le clivage a lieu entre les résidus Sérine 847 et Alanine 848 (326). Ce site de 
clivage fait la délimitation entre le domaine passager nommé AIDA-I mature (acides 
aminés 50 à 846) et le domaine translocateur AIDAc (acides aminés 847 à 1286) qui 
correspond à la région de jonction et au domaine β (Figure 9). Ce clivage ne mène toutefois 
pas à la relâche du domaine passager dans le milieu extracellulaire. AIDA-I mature reste 
associé à la membrane externe par un mécanisme inconnu, quoique d’un traitement à la 
chaleur permet sa relâche, suggérant fortement une interaction de type non-covalente. Il a 
été suggéré que le clivage d’AIDA-I est de nature auto-catalytique puisqu’il est 
indépendant des principales protéases extracytoplasmiques telles que OmpT, OmpP et 
DegP (326). De plus, le clivage a lieu chez d’autres enterobacteriaceae, notamment chez 
Salmonella et Shigella, suggérant qu’AIDA-I n’est pas clivé par un facteur spécifique de E. 
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coli. Malgré ces évidences, aucun mécanisme de clivage autocatalytique n’a pu être 
déterminé et les mécanismes déjà connus ne peuvent s’appliquer à AIDA-I (322, 323). En 
effet, AIDA-I ne possède pas de domaine sérine protéase comme l’autotransporteur Hap de 
H. influenzae, pas plus que les résidus aspartate et asparagine essentiels au clivage des 
SPATEs. De plus, le rôle de ce clivage extracellulaire n’a jamais été étudié. 
D’un point de vue structural, la partie AIDA-I mature est principalement enrichie de brins 
β, tel que déterminé par dichroïsme circulaire (359). En fait, selon les programmes de 
prédiction, AIDA-I mature possèderait une structure typique des autotransporteurs 
monomériques, soit une hélice β similaire à celle de la pertactin de B. pertussis (265) (voir 
Figure 7B). Une des caractéristiques d’AIDA-I mentionnée précédemment est la présence 
de répétions dans le domaine passager. AIDA-I possède, à partir de l’extrémité N-
terminale, 35 répétions du motif imparfait de 19 acides aminés SGGxAxTxNSGGxQxx, 
où x représente n’importe quel acide aminé et  représente une valine, leucine ou isoleucine 
(157) (Figure 9). Ce motif répété serait la base même de l’hélice β prédite pour le domaine 
passager, où chaque répétition permet la formation de trois petits brins β constituant un tour 
d’hélice (157). 
Le dernier point concernant la biogenèse d’AIDA-I est la glycosylation. Comme mentionné 
précédemment (voir section 2.2.3), AIDA-I est glycosylé par une heptosyltransférase 
spécifique nommé Aah (7). A priori, la glycosylation a lieu sur le motif répété d’AIDA-I, 
quoique aucune preuve expérimentale ne supporte cette hypothèse. De plus, le rôle de la 
glycosylation d’AIDA-I demeure incertain. 
 
4.4. Fonctions associées à l’expression d’AIDA-I 
 
Comme mentionné précédemment, AIDA-I a été initialement découvert pour son rôle dans 
l’adhésion aux cellules (338). Depuis, différentes études ont essayé de trouver un récepteur 
spécifique pour AIDA-I, sans succès réel. Une glycoprotéine membranaire (gp119) de 119 
kDa a été identifiée à partir de cellules HeLa (359). Toutefois, les auteurs n’on pas réussit à 
déterminer l’identité de cette gp119. Par contre, ils ont mis en évidence que AIDA-I permet 
l’adhésion à une variété de lignées cellulaires provenant de différents tissus et espèces, 
suggérant une distribution plutôt ubiquitaire du récepteur (359). Un second groupe a 
recherché un récepteur dans le mucus présent à la surface des cellules (360). Une protéine 
cytoplasmique a été identifiée pour son affinité avec AIDA-I, mais son implication réelle 
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dans l’adhésion n’a pas été démontrée. Finalement, AIDA-I ne semble pas être impliqué 
dans l’adhésion aux protéines de la matrice extracellulaire (229). Une implication d’AIDA-
I a aussi été démontrée dans la capacité des bactéries à auto-agréger ainsi qu’à former des 
biofilms (231). La capacité d’AIDA-I de permettre l’agrégation bactérienne provient de sa 
capacité d’interagir avec elle-même avec une haute affinité (361).  
AIDA-I fait partie de la famille des SAATs, qui inclus aussi l’Ag43 et TibA (5). Ces trois 
autotransporteurs glycosylés présents chez E. coli sont impliqués dans des phénotypes 
similaires et possèdent des homologies structurales ainsi qu’au niveau de la séquence 
primaire, dont le motif répété de 19 acides aminés. Toutefois, le rôle de Ag43 dans 
l’adhésion n’est pas clairement défini et TibA permet aussi l’invasion des cellules en 
cultures. De plus, la longueur de ces trois protéines est différente et TibA possède un 
domaine supplémentaire, soit une région riche en proline située entre le domaine de 
jonction et le domaine β. Finalement, l’Ag43 est une protéine retrouvée autant dans des 
souches pathogènes que commensales de E. coli, contrairement à AIDA-I et TibA qui sont, 
pour l’instant, uniquement associées à des souches causant des diarrhées. Donc, malgré leur 
similarité, quelques différences persistent au sein de cette sous-famille d’autotransporteurs 
monomériques. 
 
Malgré nos nombreuses connaissances et les avancées de ces dernières années sur la 
biogenèse et la fonction des autotransporteurs monomériques, de nombreuses questions 
restent en suspens. Pour les travaux de cette thèse, l’autotransporteur AIDA-I a été utilisé 
comme modèle pour étudier la fonction des autotransporteurs appartenant à la famille des 
SAATs. De plus, plusieurs aspects de la biogenèse d’AIDA-I sont inconnus, tant au niveau 
du mécanisme de sécrétion qu’au niveau des modifications particulières à AIDA-I, comme 
le clivage protéolytique ou la glycosylation. Globalement, voici quelques exemples de 
questions concernant AIDA-I dont les réponses demeurent inconnues et qui ont guidé les 
travaux présentés dans cette thèse : Quel est le rôle de l’ESPR pour la biogenèse d’AIDA-I, 
toutes les études précédentes ayant été uniquement faites avec des membres de la famille 
des SPATEs ? Comment AIDA-I est dirigé au système de sécrétion Sec ? Comment AIDA-
I est clivé ? Quelle est la fonction associée au clivage de AIDA-I ? Est-ce qu’il y a des 
conditions qui permettent la relâche d’AIDA-I mature dans le milieu extracellulaire ? À 
quoi sert la glycosylation d’AIDA-I ? Dans quel compartiment cellulaire à lieu la 
glycosylation ? Comment fonctionne Aah, la glycosyltransférase associée à AIDA-I ? Est-
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ce que la glycosylation de AIDA-I est unique ou cette modification est répandue dans la 
famille des autotransporteurs ? Est-ce que la fonctionnalité de AIDA-I se limite aux 
fonctions déjà connues ?  
 
Les travaux présentés dans cette thèse apportent une réponse à la plupart des questions 
précédentes et fournissent par le fait même de nouvelles informations permettant de mieux 
comprendre la biogenèse d’une des plus importantes familles de facteurs de virulence 
bactériens. 
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Proteolytic processing is not essential for multiple functions of the Escherichia coli 
autotransporter adhesin involved in diffuse adherence (AIDA-I) 
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Contribution de l’auteur pour cet article 
En tant que premier auteur de cet article, j’ai effectué la plupart des expérimentations 
décrites, à l’exception d’une construction génétique, pAg, qui permet l’expression de 
AIDA-I glycosylé. J’ai aussi écrit la totalité de l’article. 
 
 
Contribution scientifique de l’article 
Dans cet article, nous avons décrit pour la première fois une procédure permettant la 
purification de AIDA-I sous sa forme native, à partir de la membrane externe. Cette 
technique de purification nous a permis de constater que les deux fragments issus du 
clivage, soit AIDA-I mature et l’unité de translocation AIDAc, peuvent être co-purifiés et 
restent fortement associés l’un à l’autre, mettant ainsi en évidence le mécanisme 
d’association de AIDA-I avec la membrane externe. De plus, nous avons effectué 
différentes mutations ponctuelles au niveau du site de clivage afin de bloquer ce dernier. 
Par l’étude d’un variant pour lequel le clivage est pratiquement aboli, nous avons démontré 
que dans les conditions in vitro utilisées, le clivage n’est pas requis pour la fonctionnalité 
ou la stabilité de AIDA-I. Finalement, nous avons démontré que l’expression de AIDA-I 
permet aussi l’invasion de cellules en culture, au même titre que l’invasine TibA, un autre 
membre de la famille des SAATs. 
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ABSTRACT 
The Escherichia coli Adhesin Involved in Diffused Adherence (AIDA-I), like many 
other autotransporter proteins, is released in the periplasm as a proprotein undergoing a 
proteolytic processing after its translocation across the outer membrane. The proprotein is 
cleaved into a membrane-embedded fragment, AIDAc, and an extracellular fragment, the 
mature AIDA-I adhesin. The latter remains non-covalently associated with the outer 
membrane and can be released by heat treatment. The mechanism of cleavage of the 
proprotein and its role in the functionality of AIDA-I are not understood. Here, we show 
that cleavage is independent of the amount of AIDA-I in the outer membrane, suggesting 
an intramolecular autoproteolytic mechanism or a cleavage mediated by an unknown 
protease. We show that the two fragments, mature AIDA-I and AIDAc, can be co-
solubilized and co-purified in a folded and active conformation. We observed that the 
release by heat treatment results from the unfolding of AIDA-I and that the interaction of 
AIDA-I with AIDAc seems to only be disturbed by denaturation. We constructed an 
uncleavable point mutant of AIDA-I, where a serine of the cleavage site was changed into a 
leucine, and showed that adhesion, auto-aggregation and biofilm formation mediated by the 
mutant are indistinguishable from the wild-type levels. Lastly, we show that both proteins 
can mediate the invasion of cultured epithelial cells. Taken together, our experiments 
suggest that the proteolytic processing of AIDA-I plays a minor role in the functionality of 
this protein. 
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INTRODUCTION 
Adherence is a crucial step in the development of infectious diseases. One group of 
diarrheagenic strains of Escherichia coli is characterized by their pattern of diffuse 
adherence (DA) on the surface of epithelial cells and therefore called diffusely adhering E. 
coli (DAEC). One afimbrial adhesin was shown to mediate DA and called Adhesin 
Involved in Diffuse Adherence (AIDA-I) (2). AIDA-I was originally cloned as a plasmid-
encoded protein from a DAEC strain isolated in a case of infantile diarrhea. This adhesin 
has since been shown to play a role in the pathogenesis of E. coli strains causing post 
weaning diarrhea or edema disease in piglets, two infections that cause major economic 
losses in farms worldwide (32, 38, 39). AIDA-I has been shown to be one of the adhesins 
mediating DA, along with the fimbrial adhesin F1845 and others (5). In addition to its 
adhesive properties, AIDA-I has also been implicated in biofilm formation and auto-
aggregation of bacterial cells (50). The aidA gene that codes for the autotransporter adhesin 
is associated with a second gene, named aah for autotransporter adhesin 
heptosyltransferase, which codes for a cytoplasmic glycosyltransferase (3). 
AIDA-I is secreted by the monomeric autotransporter pathway of the type V 
secretion system (21). To date, most autotransporters identified are implicated in virulence 
(20), and many, like AIDA-I, are involved in adhesion (17). AIDA-I, a protein of 140 kDa, 
is produced as a pre-proprotein, processed at both N-terminal and C-terminal ends (Fig. 1). 
Its translocation occurs in three steps: First, the pre-protein is secreted across the inner 
membrane, presumably via the sec secretion system, as observed with other 
autotransporters (6, 46). In this process, an N-terminal signal sequence of 49 amino acids is 
cleaved, releasing the proprotein in the periplasm. The second step is the insertion of a C-
terminal domain of the proprotein in the outer membrane. Lastly, the rest of the proprotein 
is translocated through the outer membrane, presumably via the membrane-inserted C-
terminal domain (1, 53). After the translocation at the cell surface, the proprotein is cleaved 
into a membrane-embedded domain of 45 kDa, AIDAc, and a 100 kDa domain exposed to 
the extracellular milieu, the mature AIDA-I adhesin (Fig. 1). This cleavage is not mediated 
by the known periplasmic or outer membrane proteases (DegP, OmpT or OmpP) and 
occurs in E. coli as well as in Salmonella or Shigella strains, suggesting that it is an 
autocatalytic event (53). However, no protease catalytic site has been identified in the 
protein. 
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After its outer membrane cleavage, the mature AIDA-I remains non-covalently 
associated to the cell surface and can be released after a brief heating at 60oC. To date, no 
role has been attributed to this cleavage. Other autotransporters have been shown to be 
cleaved. The Shigella flexneri autotransporter protein VirG mediating intracellular 
spreading through actin polymerization is cleaved by a specific outer membrane protease, 
SopA/IcsP (10). The cleavage has been shown to be dispensable for its function but could 
be involved in the polar localization of this protein on the bacterial cell surface (8, 10, 16). 
The Haemophilus influenzae autotransporter adhesin Hap is also cleaved after translocation 
(52). Inhibition of the autoproteolytic cleavage of Hap increased bacterial auto-aggregation 
and adhesion, suggesting that the cleavage acts as a regulation mechanism (15, 23, 24). 
These proteins, however, are significantly different from AIDA-I, in sequence and function, 
thus the mechanism and function of the cleavage of AIDA-I remain obscure.  
TibA, another adhesin autotransporter cloned from an enterotoxigenic strain of E. 
coli, is similar to AIDA-I both in sequence and function: Both proteins have almost 
identical repetitive amino acid sequences in their extracellular domain (12), and both can 
mediate biofilm formation, bacterial auto-aggregation and cell adhesion (51). Both are 
modified by the addition of heptose residues, and their corresponding glycosyltransferases 
can be functionally exchanged (30, 35). Two major differences exist between these two 
proteins, however: TibA is not cleaved after secretion and it mediates the invasion of 
epithelial cells. It is therefore tempting to speculate that the outer membrane cleavage of 
AIDA-I could be one reason for the functional difference between AIDA-I and TibA. 
Interestingly, AIDA-I and TibA have recently been grouped with the E. coli autotransporter 
Ag43 (43) in a new class of virulence factors tentatively named self associating 
autotransporters or SAAT (28). Like TibA and AIDA-I, Ag43 is glycosylated and mediates 
adhesion to cultured epithelial cells (49), has a similar 19 amino acid repeats and promotes 
autoaggregation (44). Furthermore, like AIDA-I, Ag43 is cleaved by an unknown 
mechanism after its outer membrane translocation and is not known to mediate invasion 
(7). 
In this study, we characterized the outer membrane cleavage of AIDA-I. We 
observed that this cleavage occurs at a rate independent of the level of expression of AIDA-
I and that it is dramatically reduced by a single point mutation at the cleavage site. When 
AIDA-I is cleaved, we observed that the mature AIDA-I is strongly associated to AIDAc, 
as the two polypeptides can be co-solubilized by detergents and co-purified in a native 
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conformation. Lastly, using the uncleaved mutant of AIDA-I, we showed that cleavage at 
the cell surface is not essential for the stability of AIDA-I or its function, including the 
ability to invade an epithelial cell line, an activity which was not previously described. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Bacterial strains and plasmids. The Escherichia coli K12 strains C600 (F-, thr1, leuB6, 
thi1, lacY1, supE44, rfbD1, fhuA21) and UT5600 (F-, ara14, leuB6, secA6, lacY1, proC14, 
tsx67, Δ(ompT-fepC)266, entA403, trpE38, rfbD1, rpsL109, xyl5, mtl1, thi1), obtained from 
New England Biolabs, were used in this study. We amplified by PCR the aah gene from 
the E. coli strain 2787 (2), kindly provided by John M. Fairbrother, Université de Montréal, 
using primers Aah-1F and Aah-1R (Table 1) and cloned the resulting fragment in the empty 
vector pTRC99a (Pharmacia Biotech) to produce plasmid pTRC-aah. We then amplified by 
PCR the whole operon including the aah and the aidA genes from the E. coli strain 2787 
using the expand long template PCR system (Roche) with primers A-1F and A-1R (Table 
1). The amplified fragment was then digested with XbaI and AgeI and cloned at the same 
sites in the pTRC-aah plasmid, generating the construction pAg, containing the whole aah-
aidA operon. The S846L, S846G, S846C, A847R, A847I and A847T mutations were 
introduced in pAg by oligonucleotide-directed mutagenesis performed with the 
QuikChange II site-directed mutagenesis kit (Stratagene) using the primers listed in Table 1 
and their corresponding complementary oligonucleotides. A six histidines and glycine tag 
(HisG) was introduced in the N-terminal part of AIDA-I in constructions pAg and 
pAgS846L, the construct allowing expression of AIDA-I bearing the S846L mutation, by 
site directed mutagenesis using the primer listed in Table 1 and its complementary 
oligonucleotide, generating plasmids pAgH and pAgHS846L respectively. All 
constructions were verified by restriction mapping and sequencing. 
 
Bacterial and cell culture growth conditions. Bacteria containing the different plasmids 
were grown on LB agar plate or in liquid LB medium containing 100 μg.ml-1 of ampicillin. 
Bacterial cultures were grown at 30°C. Growth was followed by measuring turbidity as an 
optical density at 600nm (OD600nm). At an OD600nm of 0.8 the cultures were induced 
overnight with 10 μM of isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG), unless indicated 
otherwise. This low concentration of IPTG was used to limit the toxicity associated with 
the overexpression of AIDA-I. 
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Hep-2 cells (ATCC CCL-23) were grown at 37oC with 5% CO2 in Dulbecco’s modified 
Eagle medium (DMEM, Gibco) containing 10 mM sodium pyruvate (Sigma), bovine 
growth serum (Hyclone), 2.5 μg.ml-1 of fungizone and 100 μg.ml-1 of 
penicillin/streptomycin (Gibco). 
 
SDS-PAGE and immunoblotting. Protein samples were diluted in twice-concentrated 
SDS-PAGE loading buffer containing β-mercaptoethanol, and denatured by heating at 
100oC for 10 min. The samples were then separated by SDS-PAGE on 10% acrylamide 
gels. The gels were either stained with Coomassie blue or transferred to polyvinylidene 
fluoride membranes (Millipore). Immunodetection was performed with a serum raised 
against the heat-extracted mature AIDA-I (a generous gift of Dr M. Ngeleka, University of 
Saskatchewan), diluted 1:10,000 in blocking buffer (5% skim milk, 50 mM Tris-HCl pH 
7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Triton X-100). A goat anti-rabbit horseradish peroxidase (HRP) 
conjugated antibody (Sigma) was used as a secondary antibody, according to the 
instructions of the manufacturer. Alternatively, an anti-HisG HRP-coupled antibody 
(Invitrogen) was used diluted 1:5,000 in the blocking buffer for the detection of proteins 
containing the HisG tag. Immune complexes were revealed using a 3,3’,5,5’-
Tetramethylbenzidine solution (Sigma). 
 
Preparation of membrane fractions. Subcellular fractionation was performed essentially 
as previously described (48). Briefly, bacterial cultures, normalized at the same OD600nm, 
were harvested and resuspended in 950 μl of 10 mM Tris-HCl pH 8, 0.75 mM sucrose. 
Lysozyme (0.4 mg.ml-1 final) and EDTA pH 8 (10 mM final) was added and the sample 
kept on ice for 30 min. The resulting spheroplasts were collected and lysed in Tris-buffered 
saline (TBS, 50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl) containing proteases inhibitor 
(Complete mini, Roche) using an ultrasonic processor. The lysates were centrifuged for 1 h 
in an ultracentrifuge at 250,000 x g. The pellets, containing bacterial membranes, were 
resuspended in TBS, and submitted to SDS-PAGE and immunoblotting, as described 
above. 
 
Analysis of AIDA-I outer membrane processing. E. coli C600 harboring plasmid 
pTRC99a or pAg were grown until an OD600nm of 0.4 and induced for 3 h with 10 μM or 50 
μM of IPTG. Normalized cultures were centrifuged for 10 min at 12,000 x g in microfuge 
tubes and the pellets were resuspended in 100 μl of phosphate-buffered saline (PBS). 
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Alternatively, the bacterial cultures were grown to an OD600nm of 0.4 and induced with 10 
μM of IPTG. Aliquots (200 μl) were taken every 10 min after induction for the following 2 
h. The samples were centrifuged for 10 min at 12,000 x g in microfuge tubes and the pellets 
resuspended in 20 μl of PBS. All samples were processed by SDS-PAGE and 
immunoblotting, as described above. 
 
Extraction of the cleaved mature AIDA-I. Overnight cultures from E. coli C600 or 
UT5600 harboring empty vector pTRC99a, pAg, or pAgS846L were normalized at the 
same OD600nm in 25 ml of LB broth. Bacteria were harvested and resuspended in 375 μl of 
10 mM sodium phosphate buffer, pH 7. In order to release the cleaved mature AIDA-I, the 
samples were heated at various temperatures between 30°C and 60oC for 20 min or treated 
for one hour with SDS 0.1%, Triton X-100 1%, Tween-20 0.01%, 10 mM Glycine-HCl pH 
2, 100 mM Sodium Carbonate pH 11, or urea 0.1M and 2M (final concentrations). The 
treated samples were centrifuged for 5 min at 12,000 x g in microfuge tubes. A 10 μl 
aliquot from the supernatant was submitted to SDS-PAGE and stained with Coomassie 
blue, as described above. 
 
Purification of AIDA-I. Heat extracts or membrane fractions were prepared as described 
above, except that one liter of overnight cultures of E. coli C600 harboring pAgH or 
pAgHS846L were used and all volumes were modified accordingly. The membranes were 
resuspended in TBS containing 1% Triton X-100, incubated for one hour and centrifuged 
for 1 h in an ultracentrifuge at 250,000 x g. The histidine-tagged AIDA-I contained in the 
solubilized membranes or the heat extracts was purified using an ÄKTA purifier system 
with a 1-ml His Trap HP column (Amersham biosciences), according to instructions of the 
manufacturer. The protein concentration was calculated from the absorbance at 280 nm 
using a computed extinction coefficient estimated to be 116,090 M-1cm-1 for the whole 
AIDA-I (mature AIDA-I and associated AIDAc) and 32,780 M-1cm-1 for the mature AIDA-
I alone, based on the number of tryptophan and tyrosine residues (45). The purity of the 
purified proteins was confirmed by SDS-PAGE and staining with Coomassie blue.  
 
Far-UV Circular dichroism spectroscopy. Far-UV CD spectra from 10 μg.ml-1 of the 
wild-type and S846L protein purified from Triton X-100 extracts were recorded in 10 mM 
Sodium Phosphate pH 7 in a 1-cm path length cuvette between 190 and 260 nm, using a 
spectropolarimeter (Jasco Spectroscopic Co. Ltd, model J-810). Multiple spectra were 
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obtained at 10oC interval between 30oC and 70oC using the temperature control unit. For 
each spectrum, three accumulations were averaged and the contribution of buffer to the 
measured ellipticity was subtracted. The CD spectra of 125 μg.ml-1 wild-type protein 
purified from heat extracts were obtained similarly in a 0.1-cm path length cuvette. For the 
wild-type and S846L protein purified from Triton X-100 extracts, thermal denaturation was 
followed by monitoring the ellipticity at 218 nm of a 35 μg.ml-1 solution of protein and 
varying the temperature between 30oC and 70oC at a speed of 5°C per min. Ellipticities 
were converted to Mean Residual Ellipticities (MRE). 
 
Auto-aggregation assay and biofilm formation. The auto-aggregation assay was 
performed as described before (50). Overnight cultures from E. coli C600 harboring empty 
vector pTRC99a, pAg or pAgS846L were normalized at an OD600nm of 1.5 in 10 ml of LB 
in a 16x125 mm borosilicate tube. The cultures were vortexed for 10 seconds and left at 
4oC for 3 h. A 200 μl sample was taken 1 cm below the surface at the beginning of the 
assay and after 180 min. For inhibition of auto-aggregation, a 250 μl sample of the Triton 
X-100 solubilized product or the heat-extracted product was added prior to the three hours 
incubation. Biofilm formation was monitored as described before (40), normalized cultures 
of E. coli C600 harboring empty vector pTRC99a, pAg or pAgS846L were grown without 
agitation for 24 h at 30oC in M9 medium containing 0,005% of proline, leucine and 
threonine and 100 μg.ml-1 ampicillin in 96-well PVC plates (Falcon). Biofilms were stained 
for 15 min with crystal violet 1% and the fixed dye was solubilized by addition of 
ethanol:acetone (80:20). The absorbance of the dye solution was measured at 595 nm. 
 
Adhesion assay. The assay was performed as previously described (2). Briefly, Hep-2 cells 
were grown to confluency in 24-well plates in DMEM medium without antibiotic. The cells 
were inoculated with 106 cfu per well of E. coli C600 harboring empty vector pTRC99a, 
pAg or pAgS849L for 3 h. Cells were washed with PBS and attached bacteria recovered 
with 100 μl of Triton X-100 1% in order to be plated on LB agar for numbering. As a 
control, wells containing only 1 ml of DMEM medium were inoculated with the same 
amount of bacteria. Adherence to Hep-2 cells was calculated by dividing the number of 
adherent bacteria with the number of bacteria found in the inoculum after 3 h of incubation. 
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Invasion assay. Hep-2 cells were infected with E. coli C600 harboring empty vector 
pTRC99a, pAg or pAgS846L for 3 h, as described above. The cells were then washed with 
PBS and incubated for 2 h with DMEM containing 100 μg.ml-1 of gentamicin and 100 
μg.ml-1 of penicillin/streptomycin in order to kill extracellular bacteria. Cells were then 
lysed with 100 μl of Triton X-100 1% in order to recover the intracellular bacteria, which 
were plated on LB agar for numbering. As control, bacteria were inoculated in 1 ml of 
medium alone and antibiotics were added. No bacteria were recovered from these wells. In 
other controls, cytochalasin D (0.1 μg.ml-1 final concentration) was added in the medium 
during the infection and the gentamicin treatment. The gentamicin treatment was reduced to 
one hour to limit the toxic effect of cytochalasin D. The presence of cytochalasin D had no 
effect on bacterial adhesion to Hep-2 cells (data not shown). 
 
RESULTS 
Outer membrane cleavage of AIDA-I is independent of its expression level. The 
processing of AIDA-I after outer membrane translocation is thought to be autoproteolytic 
(53), but it is not known if the cleavage is intermolecular or intramolecular. To address this 
question we evaluated the extent of autoproteolysis under different conditions of induction, 
in order to assess if AIDA-I cleavage varied with protein density. Similar experiments were 
used to characterize the intermolecular cleavage of Hap (14, 15). We used plasmid pAg, 
which contains the aidA and aah genes in their original operon organization, but under the 
control of an IPTG-inducible promoter. We induced the expression of AIDA-I at the 
beginning of the exponential phase of growth and samples were collected every 10 min for 
the following 2 h to prepare whole cell extracts. As shown in Fig. 2A, in the earlier time 
points, only the mature cleaved AIDA-I is visible, not the uncleaved proprotein. This 
suggests that cleavage occurs even when a small amount of the adhesin is present at the cell 
surface. We performed a second experiment where bacteria were induced at the beginning 
of the exponential phase of growth with various concentrations of IPTG before obtaining 
normalized whole cell extracts. As shown in Fig. 2B, the predominant form of AIDA-I in 
all level of induction, including without induction, is the mature AIDA-I, not the uncleaved 
proprotein. Together, these results suggest that cleavage occurs independently from the 
amount of protein at the bacterial surface. This observation is consistent with an 
intramolecular mechanism of autoproteolysis. It should be noted, however, that this result 
would also be consistent with a cleavage mediated by an unknown surface protease. 
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Release of the cleaved mature AIDA-I. Previous studies have shown that the cleaved 
mature AIDA-I remains associated with the outer membrane by non-covalent interactions 
and can be released by treatment at 60oC (4). We tried to release the adhesin by other 
techniques known to extract proteins peripherally associated with membranes, including 
treatment with SDS 0.1%, Triton X-100 1%, Tween-20 0.01%, Tris-glycine pH 2, 
Carbonate pH 11 and treatment with urea 0.1 M or 2 M. Except for Triton X-100 1%, all 
these treatments failed to release the mature adhesin (data not shown). We also performed 
heat extraction at various temperatures between 30oC and 60oC, and we observed that only 
a small amount of adhesin could be released at temperatures below 42°C, while this amount 
increased dramatically above 50°C (data not shown). Taken together, these results suggest 
that the cleaved mature AIDA-I strongly interacts with the outer membrane and we could 
not witness its release in a wide variety of conditions. 
 
Co-purification of mature AIDA-I with AIDAc. As described above, the cleaved mature 
AIDA-I can be released by heat treatment or with Triton X-100 1%. We wanted to purify 
the protein released under both conditions to compare their conformations. We introduced a 
six histidines and glycine (HisG) tag at the N-terminus of the mature form of AIDA-I and 
used immobilized metal affinity chromatography (IMAC) for purification. The result of the 
purification starting from heat extracts is shown in Fig. 3A and the purification from Triton 
X-100 extracts is shown in Fig. 3B. While the product of the purification from the heat 
extract was a single polypeptide, we were surprised to observe three major protein bands in 
the purification from Triton X-100 extracts, one with a molecular weight of 100 kDa that 
correspond to the mature AIDA-I and another with a molecular weight of 140 kDa that 
could correspond to the uncleaved proprotein. The identity of both proteins was confirmed 
by an immunoblot with antiserum against the cleaved mature AIDA-I (data not shown). 
The third protein could not be detected with these antibodies or with a serum raised against 
the HisG tag (data not shown). Its molecular weight of approximately 45 kDa was 
consistent with the size of AIDAc. We assessed the modification of mobility, under 
denaturing electrophoresis, when the samples were left at room temperature or incubated at 
100oC. As shown in Fig. 3C, a clear difference in electrophoretic mobility for the third 
protein can be observed between the two samples. This property is characteristic of outer 
membrane proteins folded in a b-barrel conformation, including AIDAc (18, 34), thus 
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confirming the identity of the third protein. Overall, these results suggest that the Triton X-
100 extraction co-solubilized the mature AIDA-I and AIDAc and that the two polypeptides 
were co-purified during IMAC. This is consistent with the strong interaction that we 
observed between the cleaved mature AIDA-I and the outer membrane. 
To assess the conformation of the purified protein, we subjected it to far UV CD 
spectroscopy (27). As shown in Fig. 4A, the protein purified from the Triton X-100 
extraction has a secondary structure rich in β sheets, as suggested by the minimum of molar 
ellipticity observed at 218 nm. This richness in β sheets is consistent with the predicted and 
observed b-barrel structures of outer membrane proteins, including the solved structure of 
the translocation domain of the NalP autotransporter (41). It is also consistent with the 
predicted and observed β-helical structures of extracellular domains of autotransporters (13, 
26, 42). This result therefore strongly suggests that the purified protein is correctly folded. 
Furthermore, the Triton X-100 solubilized extracts could inhibit AIDA-I-mediated bacterial 
auto-aggregation (data not shown). Surprisingly, the protein purified in similar conditions 
by IMAC, but from a heat extract, is mostly devoid of secondary structure, as evidenced by 
the negative ellipticity at 200 nm (Fig. 4B). Consistent with this result, the heat extracts had 
very weak inhibitory activity (data not shown). CD spectra of the proteins were recorded at 
10oC intervals between 30oC and 70oC. As shown in Fig. 4A, a dramatic shift in spectrum 
occurred with the Triton X-100-extracted purified protein when the temperature reached 
50oC, with the resulting spectrum losing a significant portion of its structure. Since integral 
outer membrane proteins are notoriously heat-stable, including AIDAc (33, 34), this 
melting is most likely due to the denaturation of the cleaved mature AIDA-I. After heating 
at 60°C for a few minutes, immediately cooling the sample down to 30°C did not allow its 
renaturation, as judged by CD, suggesting that thermal denaturation of the mature AIDA-I 
is not reversible (data not shown). By contrast, the CD spectrum of the heat-extracted 
purified protein did not vary between 30°C and 70°C (Fig. 4B), and even at 90°C (data not 
shown), strengthening the conclusion that this protein was already denatured. Taken 
together, these results suggest that heat extraction of the cleaved mature AIDA-I causes its 
denaturation, whereas treatment with Triton X-100 preserves its conformation. 
 
Modification of amino acid at the outer membrane cleavage site. In order to 
characterize the role of AIDA-I outer membrane cleavage, we constructed mutants of the 
cleavage site by site-directed mutagenesis. A previous study had demonstrated that this C-
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terminal processing occurs between residues serine 846 and alanine 847 (53). We modified 
the serine 846 by a cysteine (S846C), a glycine (S846G) or a leucine (S846L) or the alanine 
847 by an isoleucine (A847I), a threonine (A847T) or an arginine (A847R). We then 
assessed the presence of the mature form of AIDA-I in membrane fraction by western 
blotting using a serum raised against the cleaved mature domain (Fig. 5). The S846C, 
A847I and A847R mutants could not be observed. This suggests that the protein was most 
likely unstable and rapidly degraded. It should be noted that A847I was previously 
described as an unprocessed mutant and could be observed, although poorly expressed, in 
an E. coli strain deficient in outer membrane proteases (36). The sensitivity to point 
mutations of the cleavage region is surprising, as one could have assumed that it resides in 
a flexible loop. On the contrary, our results suggest that the cleavage site resides in a 
structured part of the protein. 
The cleavage was altered to various extents in the other mutants. It was partially 
inhibited for S846G and A847T and almost abolished for S846L. We examined the proteins 
that could be heat-extracted, using SDS-PAGE and Coomassie-blue staining. As explained 
above, the heat treatment at 60oC only release the non-covalently associated cleaved mature 
AIDA-I, whereas the uncleaved proprotein remains associated with the outer membrane 
and cannot be extracted. As shown in Fig. 6, a small amount of cleaved mature AIDA-I 
from S846L could be heat-extracted, but it was a considerably lesser amount compared to 
wild type AIDA-I. The heat extract of S846L showed two distinct major bands, one with 
the normal apparent molecular weight of 100 kDa and a second with a slightly lower size. 
The latter disappeared in heat extracts obtained from E. coli strain UT5600, which lacks the 
OmpT and OmpP outer membrane proteases. This result suggests that when the normal 
autoproteolytic cleavage is inhibited, the adhesin can be cleaved at an alternative site by 
other outer membrane proteases such as OmpT and OmpP. This observation is consistent 
with previous reports that a cleavage site for OmpT exist in the surface exposed portion of 
AIDAc (53). This site, however, was observed only when cleaved mature AIDA-I had been 
removed. Our results demonstrate that this cleavage site is also accessible even in the 
presence of the adhesin when the autocatalytic cleavage is inhibited.  
 
The stability of the protein is not influenced by the lack of outer membrane cleavage. 
To assess the conformation and the stability of the uncleaved S846L mutant, we purified it 
and tested its conformation and thermal denaturation, monitored by CD spectroscopy as 
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above. As shown in Fig. 4C, the purified protein is correctly folded and its far UV CD 
spectrum is almost identical to that of wild-type protein. We followed more carefully the 
thermal denaturation of S846L and wild-type AIDA-I by monitoring the ellipticities of the 
proteins at 218 nm continuously while changing the temperature (Fig. 4D). The resulting 
curves are almost indistinguishable and yield melting temperatures of 50.3 ± 0.1 °C and 
51.6 ± 0.2 °C for the wild-type protein and S846L, respectively. These results strongly 
suggest that the S846L mutant has the same stability and structure as the wild-type protein 
(27). A limited proteolysis with proteinase K on whole cell expressing S846L or wild type 
AIDA-I also indicated that the stability of both proteins is very similar (data not show). 
 
Lack of outer membrane cleavage does not influence the functionality of AIDA-I. We 
used the S846L construct to test the role of AIDA-I outer membrane cleavage in its 
functionality. We first assessed if this cleavage is important for the adhesion mediated by 
AIDA-I. We compared the adhesive properties of the mutant with the wild-type protein in 
an adhesion assay on Hep2 cells. As shown in Fig. 7A, S846L had a slightly lower 
adhesion to cells but not statistically significant. We then tested if the outer membrane 
processing is important for the capacity to mediate bacterial auto-aggregation. As shown in 
Fig. 7B, our results clearly indicate that cleavage is not essential for bacterial auto-
aggregation mediated by AIDA-I. Lastly, we assessed the effect of the processing on the 
ability to mediate biofilm formation (Fig. 7C). Again, our results showed that cleavage did 
not influence the ability to mediate biofilm formation. 
 
AIDA-I mediates invasion of Hep2 cell independently of its outer membrane 
processing. As mentioned above, AIDA-I shares many similarities with the TibA 
adhesin/invasin. The major differences between these two proteins were that TibA lacks C-
terminal processing and has the capacity to mediate invasion. We therefore asked whether 
the S846L mutation could confer invasive properties to AIDA-I. To test this hypothesis, we 
performed gentamicin protection invasion assays (11). As seen in Fig. 7D, S846L could 
indeed invade Hep2 cells but, surprisingly, we also observed that wild type AIDA-I could 
mediate invasion, to an extent similar to that of S846L. It should be noted, however, that 
the invasion we observed was markedly inferior to that conferred by TibA (11). The 
addition of cytochalasin D, an inhibitor of actin polymerization, reduced 93.3 % ± 2.5 
(n=4) of the invasion mediated by wild-type AIDA-I and 94.3 % ± 1.8 (n=4) of invasion 
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mediated by S846L. This inhibition confirms that bacteria are not spontaneously resistant to 
gentamicin and are internalized inside Hep2 cells by a mechanism involving actin 
rearrangement.  
 
DISCUSSION 
Many autotransporters are cleaved after their translocation across the outer 
membrane, such as the serine proteases autotransporters of Enterobacteriacae (9, 19), the 
actin polymerizing surface protein VirG (10), or the H. influenzae Hap adhesin (14). The 
mechanisms of cleavage of autotransporters and the functions that this cleavage serves are 
diverse. The cleavage might be autoproteolytic (14) or due to a specific outer membrane 
protease (10). This processing can be required to deliver a cytotoxic polypeptide in the 
extracellular milieu (37), to keep a protein localized to the bacterial pole (8) or to control 
adherence and auto-aggregation by regulating the expression level of an adhesin (15). By 
contrast, the outer membrane processing of the AIDA-I autotransporter is poorly 
understood. 
AIDA-I is cleaved in bacteria lacking the proteases OmpT, OmpP or DegP, 
suggesting an autoproteolytic mechanism (53). Autoproteolytic processing has been studied 
in many autotransporters that bear typical serine protease catalytic domains in their 
extracellular domains (9, 14, 19). Other autotransporter, including Ag43, have a putative 
aspartyl protease active site in their extracellular domain (22, 43). A catalytic site in AIDA-
I that could mediate such a proteolytic processing has not been identified. In this study, we 
observed that outer membrane cleavage occurs independently of the level of expression of 
AIDA-I, suggesting that AIDA-I is cleaved by an intramolecular mechanism. To our 
knowledge, an intramolecular mechanism of autotransporter autoproteolysis has not yet 
been reported, contrasting with previous studies where an autocatalytic processing was 
studied and found to be intermolecular (14). It should be noted that intramolecular 
autoproteolysis can also occur in the absence of a typical protease catalytic site as a result 
of conformational stress upon protein folding (31). Further work is required to characterize 
the mechanism of proteolysis of AIDA-I.  
Proteolytic processing of a protein often achieves a specific biological function that 
appears when the resulting polypeptidic fragments are separated from one another. 
Surprisingly, in this study we could not find conditions that could separate the cleaved 
mature AIDA-I from AIDAc in a folded conformation. Indeed, we found the heat-extracted 
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cleaved mature AIDA-I to be mostly unfolded. Triton X-100 solubilization of the mature 
AIDA-I co-extracted AIDAc, and both polypeptides could then be co-purified and shown to 
be folded. We observed that the folded AIDA-I became denatured at temperature above 
50oC. This explains why the heat extraction, which is performed at 60oC, results in the 
release of a mostly unfolded mature protein. In previous studies, the mature forms of 
AIDA-I or Ag43 were purified from heat extracts by gel filtration rather than the IMAC 
step we used (7, 29). Presumably, the former procedure can separate correctly folded from 
denaturated protein whereas the latter does not. However, by preventing denaturation in the 
first place, our procedure is likely to yield a higher amount of native protein. It should be 
noted that, in the conditions we used, we could not solubilize AIDA-I with Triton X-100 
when it is unglycosylated (M.-E. Charbonneau and M. Mourez, unpublished data), arguing 
that detergent per se is not solubilizing AIDAc or other integral outer membrane proteins, 
and suggesting that the solubilization relies on the presence of carbohydrates in AIDA-I. 
Our results suggest a strong association between the cleaved fragments resulting 
from a proteolytic processing after outer membrane translocation. This was previously 
observed with Ag43 (7) and questions the role of this cleavage. In order to address this 
issue, we engineered mutations at the cleavage site. Using the S846L mutant, we could 
clearly show that cleavage is not essential for the functionality of the protein in in vitro 
assays, including the capacity to mediated invasion of epithelial cell, an activity that was 
not previously described for AIDA-I. The in vivo relevance of AIDA-I mediated invasion 
remains to be established but it should be noted that low level of entry of many pathogenic 
strains of E. coli has previously been reported, including DAEC (25). It is often 
hypothesized that such mechanisms might promote persistence in target tissues (47). 
In summary, the results of our study show a consistent picture of the outer 
membrane processing of AIDA-I and suggests that it is either fortuitous and has no further 
function or that it serves a purpose that is not reproduced in our in vitro assays. A closer 
examination of the mechanism of action of AIDA-I using new assays is warranted to 
investigate the latter hypothesis. 
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FIGURE LEGENDS 
 Fig. 1: Structural organization of AIDA-I. AIDA-I is synthesized as a pre-proprotein 
cleaved at its N and C termini. The three domains resulting from these events are shown. 
The N-terminal signal sequence (SS) of the pre-proprotein is cleaved after translocation 
across the inner membrane, which releases the proprotein in the periplasm. After 
translocation across the outer membrane the proprotein is proteolytically processed, which 
separates the polypeptide into an N-terminal domain (mature AIDA-I) exposed to the 
extracellular milieu, and a membrane-embedded C-terminal domain (AIDAc). 
 
FIG. 2: Outer membrane cleavage of AIDA-I is independent of its level of expression. 
A. Whole cell extract were obtained from exponential culture of C600 harboring plasmid 
pAg (WT) or pTRC99a, an empty vector (-). The cultures were induced with 10 μM of 
IPTG and samples of identical volumes were taken each 10 min after induction for 2 h. B. 
Whole cell extract were obtained from exponential culture of harboring plasmid pAg (WT) 
or an empty vector (-). The cultures were either uninduced or induced with 10 or 50 μM of 
IPTG for three hours and then normalized at an OD600nm of 1.2. Proteins separated by SDS-
PAGE were probed by immunobloting with antiserum against cleaved mature AIDA-I, 
which allows detection of the proprotein (140 kDa) and the cleaved mature AIDA-I (100 
kDa). 
 
FIG. 3. Co-solubilization and co-purification of AIDAc and mature AIDA-I. A. 
Coomassie-blue-stained SDS-PAGE gels of the heat extract of C600 harboring plasmid 
pAgH (lane 1) and of the purification product from this heat extract using an immobilized 
nickel column (lane 2). B. Coomassie-blue-stained SDS-PAGE gels of total membranes 
preparations of C600 harboring plasmid pAgH solubilized with Triton X-100 1% (lane 1) 
and of the purification product from this detergent extract using an immobilized nickel 
column (lane 2). The purified fraction shows 3 protein bands that are thought to be the 
uncleaved proprotein (Pro.), the cleaved mature AIDA-I, and the integral outer membrane 
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protein, AIDAc. C. The mobility of the latter is different whether the samples of purified 
protein is boiled at 100°C or left at room temperature prior to electrophoresis. 
 
FIG. 4: Thermal denaturation of AIDA-I monitored by far-UV CD. Far-UV CD 
spectra of pure protein obtained from solubilization with 1% Triton X-100 (A, C) or from 
heat-extraction at 60°C (B). Multiple spectra were recorded at 10°C temperature intervals 
between 30°C and 70°C (light grey shades correspond to lower temperatures and dark grey 
shades correspond to higher temperatures) with wild-type protein (A, B) or the S846L 
uncleaved mutant (C). The ellipticities at 218 nm of the wild type protein (open squares) or 
the S846L mutant (filled squares) were recorded continuously with the temperature varying 
between 30°C and 70°C at a rate of 5°C per min (D). 
 
FIG. 5. Effect of modification of the outer membrane cleavage site of AIDA-I. 
Membrane fractions were prepared from overnight cultures of C600 induced with 10 μM 
IPTG at OD600nm of 0.8 and harboring pAg (WT) or its mutated variants, constructed as 
described in the text. Proteins in the membrane fractions were separated and probed as 
described in Fig. 2. 
 
FIG. 6. Processing of AIDA-I in a protease-deficient-strain. Strains C600 
(ompT+/ompP+) or UT5600 (ompT-/ompP-) harboring an empty vector (-), pAg (WT) or 
pAgS846L (S846L) were grown overnight after induction with 10 µM IPTG at an OD600nm 
of 0.8. The cultures were concentrated in 10 mM Sodium Phosphate buffer pH 7, heated at 
60oC for 20 min. The heat-extracts, containing the cleaved mature AIDA-I, were recovered 
from bacterial pellets by centrifugation. Proteins in these heat-extracts were then separated 
by SDS-PAGE and the gels stained with Coomassie blue. The star represents a second 
cleavage site in AIDA-I resulting from cleavage by OmpT/OmpP (see text for details). 
 
FIG. 7. Effect of the lack of AIDA-I outer membrane cleavage on functionality. A. 
Adhesion assay. C600 bearing an empty vector (-), plasmid pAg (WT) or plasmid 
pAgS846L (S846L), were inoculated onto monolayer of confluent Hep-2 cells in 24-wells 
plate with 106 cfu per well. After 3 h, the cells were washed with PBS and adhering 
bacteria recovered, plated and counted. The adhesion is calculated by dividing the cfu of 
adhering bacteria recovered by the cfu found in the inoculum after 3 h of incubation. B. 
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Auto-aggregation assay. Cultures of C600 harboring an empty vector (-), plasmid pAg 
(WT) or pAgS846L (S846L) were standardized in 10 ml to an OD600 nm of approximately 
1.5 in a culture tube and left standing at 4oC. A 200 μl sample was taken 1 cm below the 
surface at the beginning of the assay and after 180 min and its OD600nm was measured. C. 
Biofilm formation. Normalized cultures of C600 harboring an empty plasmid (-), plasmid 
pAg (WT) or plasmid pAgS846L (S846L) were grown in M9 minimal medium for 24 h at 
30°C in microtiter plates. Biofilms were stained with crystal violet. The fixed dye was 
solubilized with a mixture of ethanol:acetone (80:20) and the absorption of the solution 
measured at 595 nm. D. Invasion assay. After 3 h of adhesion performed as described 
above, fresh medium containing gentamicin, penicillin and streptomycin was added. The 
cells were incubated for 2 additional hours and the surviving bacteria were recovered, 
plated and counted. Experiments were performed at least three times in duplicate (A, D) or 
triplicate (B, C) and the values, representing means ± s.e.m., show typical results. 
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Table I: Primers used in this study 
Primer Sequence 
A-1F 5'- AATAAGAATTCACTTTCTTATCACCACCAGAGATAC -3' 
A-1R 5'- TTAGGATCCTTAAATGATCCTGTCAGT -3' 
Aah-1F 5'- TAAAGATCTAGGAGGAATTCACCATGACTTTCTTATCACC -3' 
Aah-1R 5'- TTATCTAGATTATCAGAAGCTGTATTTTATCC -3' 
S846L 5'- CTTAATCCTACAAAAGAGCTCGCAGGTAATACTCTTACCGTG -3' 
S846G 5'- CTTAATCCTACAAAAGAAGGCGCCGGTAATACTCTTACCGTG -3' 
S846C 5'- CTTAATCCTACAAAAGAATGCGCAGGTAATACTCTTACCGTG -3' 
A847I 5'- CTTAATCCTACAAAAGAATCAATTGGTAATACTCTTACCGTG -3' 
A847T 5'- CTTAATCCTACAAAAGAAAGTACCGGTAATACTCTTACCGTG -3' 
A847R 5'- CTTAATCCTACAAAAGAATCTAGAGGTAATACTCTTACCGTG -3' 
HisG 5'- GCAGTAAATATTTCAGGCCATCATCATCATCATCATGGTACAGT 
ATCTTCAGGAGG -3' 
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Cet article correspond à une étude portant sur la base de la multifonctionnalité de AIDA-I. 
Par une approche de mutagenèse aléatoire, nous avons localisé le domaine d’adhésion de 
AIDA-I dans la partie N-terminale de la protéine. De plus, un deuxième domaine, localisé 
plus centralement dans la protéine, semble être aussi impliqué dans le phénotype 
d’adhésion, suggérant ainsi qu’AIDA-I peut interagir avec différents récepteurs à la surface 
des cellules hôtes. De plus, nous avons réussi à dissocier la capacité de former des biofilms 
de l’agrégation bactérienne, deux phénotypes souvent considérés comme dépendants. Cette 
étude a donc permis d’identifier au sein du domaine passager, une région souvent vue 
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Abstract 
The Escherichia coli Adhesin Involved in Diffuse Adherence (AIDA-I) is a multifunctional 
autotransporter protein that mediates bacterial aggregation, biofilm formation as well as 
adhesion and invasion of cultured epithelial cells. To elucidate the structure-function 
relationships in AIDA-I, we performed a transposon-based linker scanning mutagenesis and 
constructed site-directed deletions. Twenty-nine different insertions that did not affect 
protein expression were obtained. Eleven mutants were deficient for one or two, but not all, 
of the functions associated with the expression of AIDA-I. Functional characterizations of 
the transposon mutants and of an additional deletion mutant suggest that the N-terminal 
third of mature AIDA-I is involved in its binding to cultured epithelial cells. The purified 
product of this putative domain could bind to cultured epithelial cells, confirming the 
importance of this region in adhesion. We have also identified several different mutants in 
which invasion and adhesion are changed to different extents, and two mutants in which 
auto-aggregation and biofilm formation are also differently affected. These results suggest 
that, although conceptually linked, adhesion and invasion as well as auto-aggregation and 
biofilm formation are phenomena that may rely on distinct mechanisms when mediated by 
AIDA-I. This study brings new light on the workings of a protein belonging to an emerging 
family of strikingly versatile virulence factors. 
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Introduction 
Diarrhea-causing strains of Escherichia coli are responsible for many cases of 
gastrointestinal disease (14). Diffusely adhering E. coli (DAEC) is one of the six classes of 
E. coli that have been associated with diarrhea. This group is characterized by a pattern of 
diffuse adherence (DA) on the surface of epithelial cells (23, 29). DAEC strains have been 
identified from their DA on cultured epithelial cells and they appear to form a 
heterogeneous group. The first class of DAEC strains includes E. coli strains that harbor 
Afa/Dr adhesins, proteins that have been found to be associated with urinary tract infections 
and with enteric infections in infants (30). The second class of DAEC strains includes E. 
coli that express an Adhesin Involved in Diffuse Adherence (AIDA-I) (2). AIDA-I was 
originally identified in the strain 2787 isolated from a case of infantile diarrhea. AIDA-I 
has also been found in E. coli strains causing edema disease and post-weaning diarrhea in 
piglets, two major causes of economic losses in farms worldwide (21, 24, 25).  
AIDA-I belongs to the family of monomeric autotransporter proteins, a branch of 
the type V secretion pathway (11). Most autotransporter proteins identified so far are 
proven or predicted virulence factors (10). AIDA-I is synthesized as a pre-proprotein of 
approximately 145 kDa and has a modular organization, like all autotransporters (1). The N 
terminus of the pre-proprotein corresponds to a sec-dependent sequence signal of 49 amino 
acids. Cleavage of the sequence signal results in the release of the proprotein in the 
periplasm. The proprotein comprises two different domains (34): the 100 kDa surface-
exposed mature AIDA-I and the 45 kDa membrane-embedded domain, AIDAc. The latter 
is believed to form a pore in the outer membrane which may serve as the translocation 
conduit for mature AIDA-I towards the cell surface. Mature AIDA-I is cleaved after 
secretion, presumably by an autocatalytic event (34), but remains strongly associated with 
AIDAc (1, 4).  
Recently, AIDA-I has been proposed to be a member of a new group of 
autotransporter proteins called self-associating autotransporters or SAATs (16). The group 
also includes Ag43, a surface protein widely distributed among pathogenic and non-
pathogenic strains of E. coli and responsible for bacterial aggregation (27), and TibA, an 
adhesin/invasin of enterotoxigenic E. coli (5). These proteins share sequence similarities, 
are all glycosylated by specific heptosyltransferases that can be functionally exchanged and 
possess the same multiple properties likely to be important for virulence of pathogenic 
strains: the ability to mediate bacterial aggregation, biofilm formation, invasion and 
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adhesion to cultured epithelial cells (3, 9, 20, 22, 31-33). A structure-function study has 
been performed on Ag43 (15) and revealed that the domain responsible for the aggregation 
phenotype resides within the N-terminal 160 residues and is distinct from the domain 
allowing biofilm formation. Indeed, non-aggregative variants of Ag43 could still mediate 
attachment to abiotic surfaces. Ag43 can also mediate adhesion and invasion of epithelial 
cells (7, 31), but no region related to these phenotypes have been identified so far. In 
addition, this kind of analysis has never been conducted with AIDA-I or TibA. Therefore, 
more information is required to better understand the molecular basis of SAATs 
multifunctionality. 
In the present report, we carried out a mutagenesis study on AIDA-I. We have used 
random transposon scanning mutagenesis and the construction of a domain deletion in 
order to identify regions in mature AIDA-I involved in the various phenotypes associated 
with the expression of this protein. Our data reveal that the N-terminal third of the protein 
is specifically involved in the attachment to cultured epithelial cells. We have also 
identified other mutants affected in each of the other functions of AIDA-I. The existence of 
mutants altered in invasion but not adhesion, and vice versa, as well as a mutant altered in 
auto-aggregation but not biofilm formation, and vice versa, suggests that these phenomena 
involve distinct mechanisms. Taken together, our results provide new insights about the 
mechanism of action of the SAATs group of autotransporters. 
 
Materials and Methods 
Bacterial strains and plasmids. The Escherichia coli K12 strains C600 (New England 
Biolabs, F-, thr1, leuB6, thi1, lacY1, supE44, rfbD1, fhuA21) and BL21 (Statagene, F-, 
ompT, hsdS(rB-mB-), gal) were used in this study. Plasmids pAngH and pAah allowing the 
expression, respectively, of AIDA-I and its specific glycosyltransferase Aah, are described 
elsewhere (M.-E. Charbonneau et al., submitted manuscript). Plasmid pAngH is derived 
from the pTRC99A vector (Pharmacia Biotech) and is compatible with pAah, a 
pACYC184-derived plasmid. AIDA-I expressed by pAngH bears a protein tag consisting 
of six histidine residues and a glycine (HisG) at the N terminus of the proprotein.  
To construct five amino acids insertion mutants, the pAngH plasmid was randomly 
mutagenized using the GPS-LS Linker Scanning System (New England Biolabs) according 
to the instructions of the manufacturer. The presence of the insertion was assessed by PCR. 
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Plasmids with insertions were transformed in the E. coli strain C600. DNA sequencing was 
used to determine the insertion sequence and its precise location. 
The ΔN, ΔC, ΔC2 and ΔNC deletions were introduced in pAngH by oligonucleotide-
directed mutagenesis performed with the QuikChange II site-directed mutagenesis kit 
(Stratagene) using the primers listed in Table 1 and their corresponding complementary 
oligonucleotides, generating the constructions pAngHΔN, (a deletion of amino acids 54 to 
225) pAngHΔC (a deletion of amino acids 224 to 637), pAngHΔC2 (a deletion of amino 
acids 224 to 667) and pAngHΔNC (a deletion of amino acids 54 to 667). To generate the 
fusion of Glutathione S-transferase (GST) to AIDAN, a fragment of the aidA gene 
corresponding to amino acids 50 to 224 was amplified by PCR with primers that introduced 
BamHI and XhoI restriction sites (Table 1). The DNA fragment was digested with BamHI 
and XhoI and cloned at the same sites into the pGex-4T-1 vector (Amersham biosciences) 
to create pGex-AIDAN. 
 
Bacterial and cell culture growth conditions. Bacteria containing the different plasmids 
were grown on Luria-Bertani (LB) agar plate or in liquid LB medium containing 100μg.ml-
1 ampicillin and 50 μg.ml-1 chloramphenicol, unless indicated otherwise. Bacterial cultures 
were grown at 30°C. Growth was followed by measuring turbidity as the optical density at 
600 nm (OD600nm). At an OD600nm of 0.8, the cultures were induced with 10 μM isopropyl-
β-D-thiogalactopyranoside (IPTG), unless indicated otherwise. This low concentration of 
IPTG was used to limit the toxicity associated with overexpression of AIDA-I. Hep-2 cells 
(ATCC CCL-23) were grown at 37oC with 5% CO2 in Dulbecco’s modified Eagle medium 
(DMEM, Gibco) containing 10 mM sodium pyruvate (Sigma), 10% bovine growth serum 
(Hyclone), 2.5 μg.ml-1 fungizone and 100 μg.ml-1 penicillin/streptomycin (Gibco). 
 
Heat extraction. Heat extracts were obtained as previously described (4). Briefly, 
overnight cultures from E. coli C600 bearing appropriate plasmids were normalized at the 
same OD600nm in 10 ml of LB broth. Bacteria were harvested and resuspended in 150 μl of 
10 mM sodium phosphate buffer, pH 7. In order to release the mature AIDA-I, the samples 
were heated at 60oC for 20 minutes. The treated samples were centrifuged for 5 minutes at 
12,000 x g in microfuge tubes. A 10 μl sample from the supernatant was submitted to SDS-
PAGE and stained with Coomassie blue, as described below.  
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Whole cell lysates. Overnight cultures (10 ml) were grown, normalized and centrifuged for 
10 minutes at 12,000 x g in microfuge tubes and the pellets were resuspended in 100 μl of 
Phosphate buffered saline (PBS). All samples were processed by SDS-PAGE and 
immunoblotting, as described below. 
 
SDS-PAGE, immunoblotting and detection of glycans. Protein samples were diluted in 
twice-concentrated SDS-PAGE loading buffer containing β-mercaptoethanol, and 
denatured by heating at 100oC for 10 minutes. The samples were then separated by SDS-
PAGE on 10% or 12% acrylamide gels. The gels were either stained with Coomassie blue 
or transferred to polyvinylidene fluoride membranes (Millipore). Immunodetection was 
performed with a serum raised against the heat-extracted mature AIDA-I (a generous gift of 
Dr M. Ngeleka, University of Saskatchewan), diluted 1:10,000 in blocking buffer (5% skim 
milk, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Triton X-100). A goat anti-rabbit 
horseradish peroxidase (HRP) conjugated antibody (Sigma) was used as a secondary 
antibody, according to the instructions of the manufacturer. Alternatively, an anti-HisG 
HRP-coupled antibody (Invitrogen) diluted 1:5,000 in blocking buffer was used for the 
detection of proteins containing the HisG tag. Immune complexes were revealed using a 
3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine solution for membranes (Sigma). The detection of 
glycosylation was accomplished using the digoxigenin-hydrazine labeling glycan detection 
kit (DIG, Roche), according to the instructions of the manufacturer. 
 
Protein purifications. For purification of GST fusion proteins, one liter of BL21 harboring 
plasmids pGex-4T-1, pGex-AIDAN or pGex-AIDAN and pAah were grown until an 
OD600nm of 0.4 and induced with 10 μM of IPTG for three hours. Bacteria were harvested 
and resuspended in 40 ml of Tris-buffered saline (50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl) 
containing lysozyme (0.4 mg.ml-1 final) and EDTA pH 8 (10 mM final) and lysed with 
French press and an ultrasonic processor. The soluble fraction was isolated by a 30 minutes 
centrifugation at 16,000 x g. 
For AIDA-I purification, one liter of C600 harboring plasmids pAngH and pAah were 
grown until an OD600nm of 0.8 and induced overnight with 10 μM of IPTG. The cells were 
lysed as described above and the lysate was centrifuged for 1 h in an ultracentrifuge at 
250,000 x g. The membranes were resuspended in TBS containing 1% Triton X-100, 
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incubated for 1 hour, and centrifuged again. The solubilized membranes contained the 
histidine-tagged native AIDA-I. 
The proteins were purified using an ÄKTA purifier system with a 5-ml glutathione 
sepharose column or with a 1-ml His Trap HP column (Amersham biosciences), according 
to the instructions of the manufacturer. The purity of the purified proteins was confirmed 
by SDS-PAGE and staining with Coomassie blue. 
 
Functional assays. The auto-aggregation, biofilm formation, adhesion and invasion assays 
were performed as previously described (4). In the auto-aggregation assay cultures of E. 
coli C600 harboring the pTRC99A vector, plasmids pAah and pAngH, or plasmids pAah 
and one of the plasmids bearing a mutation in pAngH, were normalized in 10 ml of LB to 
an OD600nm of approximately 1.5 in a culture tube and left standing at 4oC. A 200 μl sample 
was taken 1 cm below the surface at the beginning of the assay and after 180 minutes and 
their OD600nm was measured. In the biofilm formation assay, normalized cultures of C600 
were grown in M9 minimal medium for 24 h at 30°C in plastic microtiter plates. Biofilms 
were stained with crystal violet. The fixed dye was solubilized with a mixture of 
ethanol:acetone (80:20) and the absorption of the solution measured at 595 nm. In the 
adhesion and invasion assays, cultures of C600 were inoculated onto monolayers of 
confluent Hep-2 cells in 24-wells plate (approximately 2.5x105 cells) with 106 colony-
forming units per well. After 3 hours, the cells were washed with PBS and the adhering 
bacteria were recovered, plated and counted. For invasion, fresh medium containing 
gentamicin, penicillin and streptomycin was added after the three hours and an incubation 
of two additional hours was performed before plating. From a total number of 1 x106 cfu of 
bacteria expressing wild-type AIDA-I, the maximum of adhesion corresponds to 7.9 x104 
cfu and the maximum of invasion corresponds to 2.3 x102 cfu. 
All functional assays were performed at least three times in duplicate or triplicate. For each 
assay, the means of the results obtained with each mutant were compared to the mean 
obtained with the wild-type control by performing an ANOVA analysis and Dunnet post-
tests using the Prism 4.0 software (Graphpad software). 
 
Cell-ELISA. Hep-2 cells were grown to confluence in 96-wells plate, and fixed 15 minutes 
with PBS containing 2.5% paraformaldehyde and 0.2% glutaraldehyde. After one wash 
with PBS, the plate was blocked with 3% bovine serum albumin in PBS for two hours at 
  
- 106 -
37oC. The native glycosylated AIDA-I, GST, unglycosylated GST-AIDAN or glycosylated 
GST-AIDAN fusion proteins were added to the cells at concentrations ranging between 300 
pM and 1 μM and incubated overnight at 4oC. After extensive washes with PBS, bound 
proteins were detected with an HRP-coupled antibody raised against GST or against the 
native AIDA-I, diluted 1:10,000 in PBS (Amersham biosciences). Immune complexes were 
revealed using a 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine solution for ELISA (Sigma). Background 
was subtracted and the absorption intensities were normalized by dividing the absorption of 
each well by the maximal intensity measured on the plate. Experiments were conducted in 
duplicate at least twice. Binding curves and dissociation constants were obtained by 
nonlinear regression fitting to a one binding site hyperbola curve, using Prism 4.0 
(Graphpad software). 
 
Immunofluorescence microscopy.  Hep-2 cells were grown to confluence in a Lab-Tek II 
chamber slide (Nalge Nunc International). After one wash with PBS, proteins (GST, 
unglycosylated GST-AIDAN or glycosylated GST-AIDAN) were added to the cells at a 
concentration of 1 μM and incubated at 37oC for one hour. After 4 washes with PBS, the 
cells were then fixed for 15 minutes with PBS containing 2.5% paraformaldehyde and 0.2% 
glutaraldehyde and the plate was blocked with 3% bovine serum albumin in PBS for one 
hour at 37oC. Bound proteins were detected with an antibody raised against GST diluted 
1:1,000 in PBS-BSA 2%. Immune complexes were revealed by incubation with a donkey 
anti-goat IgG rhodamine red conjugate and examining the microscopic slides with a 
fluorescence and phase contrast Leica DMI4000B microscope (Meyer instruments). 
 
Results 
Generation of five amino acids insertions in AIDA-I. For the analysis of mature AIDA-I, 
we used a Tn7-derived transposon system that results in five amino acids insertions in the 
protein. The mutagenesis was executed on the plasmid pAngH, which allows the expression 
of AIDA-I under the control of an IPTG-inducible promoter. In addition, AIDA-I expressed 
by this construct bears a HisG tag located at the N-terminal end of the proprotein. The tag 
did not affect the expression of AIDA-I and bacteria expressing the tagged protein had 
identical adhesion, invasion, biofilm formation and auto-aggregation activities, compared 
with bacteria expressing the wild-type untagged protein (data not shown). Glycosylation of 
the protein is important to ensure the normal conformation of the protein and, as a 
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consequence, for the cell-binding properties of AIDA-I (3, and M-E. Charbonneau et al. 
submitted for publication). We therefore used the plasmid pAah, which allowed the 
expression of Aah, the glycosyltransferase modifying AIDA-I (3). The two plasmids, 
pAngH and pAah carry compatible origins of replication and were introduced in the E. coli 
strain C600.  
The mutagenesis yielded 60 different insertions distributed throughout mature 
AIDA-I. Among these insertions, 29 did not affect protein expression, as assessed by an 
immunoblotting on whole cell lysates with an antibody against the HisG tag (data not 
shown). The insertion sites and the inserted sequences in these mutants are given in 
Supplementary Table 1. The remaining thirty-one insertions that disrupted protein 
expression were discarded from our study. One reason for the latter is that the mutagenesis 
procedure leaves a PmeI restriction site, the translation of which will result in a TAA stop 
codon in 2 of the 6 possible frames. Many of the insertions that result in an absence of 
protein expression are probably due to this introduction of a stop codon and would 
therefore not be informative. Alternatively, some of the insertion mutants could result in an 
unstable protein. 
As detailed below, 11 of the 29 insertion mutants are affected in their function. We 
examined in greater details the expression of these mutants, along with a mutant that is 
unaffected by the insertion (I8) as a control. As shown in Fig. 1, the 100-kDa mature 
AIDA-I can be observed in whole cell lysates of all mutants and it is correctly located at the 
cell surface, as shown by the release of mature AIDA-I in the supernatant after a brief 
heating at 60oC (1). Moreover, mature AIDA-I for all mutants appears at a molecular 
weight that represents the glycosylated form of the protein and it can be detected with the 
anti-AIDA-I antiserum, which only recognizes the glycosylated protein (3). Based on those 
observations we can conclude that all insertion mutants express glycosylated AIDA-I, 
although it is still possible that the extent of glycosylation might slightly differ between 
mutants. This is in agreement with our recent finding that glycosylation is highly 
heterogeneous and occurs at many sites throughout AIDA-I (M-E. Charbonneau, et al. 
submitted for publication). These results therefore suggest that the insertions did not affect 
the biogenesis, including the glycosylation status, or the structure of AIDA-I, and, in other 
words, that these sites are structurally permissive for the insertions. For the I2 and I20 
mutants, however, two distinct additional bands in the whole cell lysates reacted with the 
antibody against mature AIDA-I or against the HisG tag (Fig. 1A and B). These two 
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polypeptides could also be released in the culture supernatant after brief heat treatment 
(Fig. 1C). N-terminal sequencing was used to identify the cleavage sites. The cleavage for 
both mutants occurs at the transposon insertion site, between a lysine and a histidine 
(Supplementary Table 1). Since these additional cleavage sites were introduced by the 
inserted sequences and the proteins only partly processed, we considered that the structural 
integrity of these proteins was most likely not dramatically affected.  
 
Effect of the insertions on AIDA-I. To determine the effects of the insertions on the 
functionality of the protein, the activity of each mutant was tested using four distinct 
functional assays: auto-aggregation, biofilm formation, adhesion and invasion assays. Fig. 
2 shows the results for all the mutants with a deficiency in one or more functions. The 
mutants I8, which is as functional as the wild-type protein, was included as a control in the 
results shown in Fig. 2. The other mutants that are not represented are as functional in all 
assays as the wild-type protein. 
Eleven of the 29 insertions caused a defect in one or more functions associated with 
the expression of AIDA-I. The positions of the insertions, as well as the results of the 
functional characterizations, are summarized in Fig. 3. Mutations in I1, I2, I4, I5 and I6, all 
located in the N-terminal third of the mature AIDA-I, caused a defect in adhesion. As a 
logical consequence, most of these mutations caused a defect in the ability to invade 
cultured epithelial cells, with the exception of mutant I4 that was not statistically different 
from the wild-type (Fig. 2C). These results suggest that the N-terminal region of mature 
AIDA-I is involved in adhesion. Three other insertions in the C-terminal half of the protein 
(mutants I20, I23 and I24) also caused a diminution in the ability to mediate adhesion. It is 
tempting to speculate that the region encompassing the position of these mutants could 
therefore represent a second cell-binding domain in AIDA-I but, alternatively, the mutation 
could indirectly affect the same binding site affected by the mutations in the N-terminal 
part of the protein. We also observed that bacteria expressing three different mutants, I9, 
I12 and I13, could adhere to cultured cells as well as the wild-type protein but were unable 
to mediate invasion. This observation therefore argues that adhesion and invasion involve 
different mechanisms. Consistent with this view, but unexpectedly, we observed that 
invasion mediated by the I4, I23 and I24 mutants was not significantly affected, whereas 
their ability to mediate adhesion was reduced, sometimes dramatically (see mutant I23, Fig. 
2C).  
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Only one mutant, I24, located in the C-terminal part of mature AIDA-I, was unable 
to mediate bacterial aggregation, but this mutant could make biofilm as well as the wild-
type protein (Fig. 2A and 2B). This result suggests that biofilm formation and bacterial 
aggregation are due to distinct mechanisms, as was previously observed with Ag43 (15). 
Consistent with this view, one mutant in the N-terminal part of mature AIDA-I, I9, caused a 
slight diminution in the ability to form biofilm but mediated bacterial aggregation as well 
as the wild-type protein (Fig. 2A and 2B). 
 
Deletion of a putative cell-binding domain in mature AIDA-I. Five insertion mutants 
clustered in the N-terminal third of mature AIDA-I affected the adhesion mediated by the 
protein, suggesting the existence of a cell-binding domain in this region. In order to 
complement these results, we constructed a deletion of the N-terminal third of mature 
AIDA-I between residues G54 and A225 (the former corresponds to the fourth residue of 
mature AIDA-I and the latter corresponds to the transposon insertion site in mutant I7, see 
Fig. 4A). 
The correct expression and biogenesis of the ΔN mutant was checked by probing 
whole cell lysates with antibodies against the HisG tag. As shown in Fig. 4B, a specific 
polypeptide slightly above 75 kDa was apparent in proteins extracted from bacteria 
expressing the ΔN mutant, consistent with the expected size of the mature ΔN mutant (63 
kDa), with glycosylation. This hypothesis was confirmed by the detection of sugar using a 
glycan detection kit. The reaction of the ΔN mutant with the digoxigenin-hydrazine label 
was identical to that of the wild-type protein (Fig. 4D). In another study, we have identified 
16 residues of mature AIDA-I which can be modified by heptose molecules (M-E. 
Charbonneau, et al. submitted for publication). Only four of these sites are located between 
G54 and A225. The latter can therefore explain the fact that the ΔN mutant is still 
glycosylated. Additionally, we performed a heat-extraction of bacteria expressing the ΔN 
mutant to verify the correct location of the protein at the cell surface (Fig. 4C). Again, a 
polypeptide of the expected size was apparent, without any degradation product. These 
assays show that the ΔN mutant was as well expressed, glycosylated and stable as the wild-
type protein. 
To assess the effects of this deletion on the functionality of AIDA-I, the four 
functional assays performed above were conducted again (Fig. 5). The deletion of the N-
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terminal third of mature AIDA-I did not affect the ability of the protein to mediate bacterial 
aggregation or biofilm formation (Fig. 5A and B). This suggests that the regions of AIDA-I 
involved in biofilm formation and auto-aggregation are not located in the N-terminal third 
of the mature protein. However, the ΔN mutant was considerably less able to mediate 
binding to cultured epithelial cells (Fig. 5C). This is in agreement with the results from the 
linker scanning mutagenesis that indicated that mutants I1, I2, I4, I5 and I6 were affected in 
their ability to mediate adhesion. This appears in contradiction with the hypothesis of the 
existence of a secondary cell-binding site. It should be noted however that the invasion of 
the ΔN mutant was marginally lower than that of wild-type AIDA-I (Fig. 5D). This result 
shows that a low level of cell-binding ability remains in the ΔN mutant, consistent with the 
hypothesis of the existence of two regions important for adhesion. This difference in the 
extent by which adhesion and invasion are affected is also similar to the observation made 
with the I4, I23 and I24 mutants (Fig. 2C). 
We constructed three additional deletions in mature AIDA-I, corresponding to 
deletion in the C-terminal portion of the repeats (between G224 and A637 or between G224 
and A667) or of all the repeats (between Gly54 and A667). These mutants were visibly less 
expressed than the wild-type protein or the ΔN mutant or not at all (data not shown), 
suggesting that the biogenesis, the stability at the cell surface and/or the global 
conformation of these mutated proteins may be disturbed. It is therefore likely that the C-
terminal repeats of mature AIDA-I play a more important role in the biogenesis or the 
structural integrity of the protein. Since these defects were likely to influence the functional 
assays of the mutants, we decided not to test their functions. 
 
The N-terminal domain of mature AIDA-I, glycosylated or not, is sufficient to mediate 
binding to cultured epithelial cells. To confirm that the N-terminal third of mature AIDA-
I is involved in the adhesion to epithelial cells, we fused this region, corresponding to 
residues A50 to G224, to the Glutathione S-transferase (GST). We purified by affinity 
chromatography the GST protein alone as control and the unglycosylated and glycosylated 
forms of GST-AIDAN fusion protein by co-expression with or without the Aah 
glycosyltransferases (Fig. 6A). The GST-AIDAN fusion encompasses 4 glycosylation sites 
we identified. The glycosylation status of this protein was confirmed by the glycan 
detection kit (Fig. 6B). In order to demonstrate the binding properties of the N-terminal 
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third of the mature AIDA-I, we developed a cell-based ELISA. As shown in Fig. 6C, 
unglycosylated and glycosylated GST-AIDAN fusion proteins bound in a saturable manner 
to the Hep-2 cells with an equilibrium dissociation constant of 84 nM and 72 nM, 
respectively. By comparison, we observed that the whole glycosylated AIDA-I could bind 
to the cells with a dissociation constant of 3 nM. This result is in agreement with the 
previous dissociation constant of 2 nM obtained in another study performed with the 
mature protein (19). The higher dissociation constant obtained with the fusion proteins (84 
and 72 nM, compared to 2 or 3 nM for whole AIDA-I) could be due to the presence of the 
GST moiety blocking accessibility to cellular receptors, by the difficulty to purify a fusion 
protein as stable as the native protein or by the possible presence of two binding sites in 
mature AIDA-I, as suggested by the result of our mutagenesis. 
In order to qualitatively assess the adhesion properties of the N-terminal region of 
mature AIDA-I and to confirm the results of the cell-based ELISA, we have used an 
immunofluorescence microscopy technique to visualize the binding of unglycosylated or 
glycosylated GST-AIDAN to live cells using an antibody raised against GST. As shown in 
Fig. 7, unglycosylated and glycosylated GST-AIDAN can bind specifically to live cells in a 
similar manner, whereas GST alone gives no signal. This result highlights again the 
importance of the N-terminal domain of AIDA-I in adhesion to epithelial cells and suggest 
further that glycosylation is not important in adhesion. 
 
Discussion 
In this study, we generated 29 different mutants by linker scanning mutagenesis. 
The mutants were distributed along the full length of mature AIDA-I. However, as shown 
in Fig. 8A, 27 of the 29 insertions were located in the first 700 amino acids of the protein, a 
region of mature AIDA-I consisting in approximately 35 imperfect repeats of a 19-amino 
acid sequence shared with the other SAATs (16). By contrast, only two insertions were 
found in the last 200 amino acids of mature AIDA-I, suggesting that there was a bias 
against insertions in this part of the protein. Since we discarded from our study the 
insertions that disrupted protein expression, it is tempting to speculate that the region 
outside the repeats may be important for the structural integrity of the protein. 
The structures of extracellular domains of many autotransporters are thought to 
consist in a β helix. A recent study proposed structural models for various autotransporters 
helix coils, which consist in 3 β strands (13). We used the model proposed for TibA (Fig. 
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8B), since the consensus sequence of its repeats is identical to that of AIDA-I, in order to 
map the transposon insertion sites in the AIDA-I mutants on the model (Fig. 8C). 
Interestingly, almost none of the insertion occuring in the loops connecting the strands 
affected function. This might be due to the fact that the loops can easily accommodate 
additional amino acids, compared with strands. The previous structures of extracellular 
domains of autotransporters show that the β helix are stabilized by stacked aminoacid 
residues (6, 26). An insertion in a strand might therefore displace a part of this strand either 
before or after the position of the stacked residues, which would act as an “anchor”. The 
inserted residues would then replace part of the strand and “bulge out” of the β helix. The 
insertion could additionally have long-distance effects by destabilizing the whole b helix. It 
is likely, however, that in the latter case the stability of the whole protein would be severely 
affected. It should be noted that different sequences inserted at the same location, such as 
mutants I8 and I9 for instance, gave different phenotypes in the assays. Similarly, the I3 
mutant has an insertion between amino acids G149 and H150 and behave like the wild-type 
strain whereas the neighboring insertion mutants I2 (L148-G149) and I4 (H150-A151) are 
deficient for adhesion. These observations suggest that the inserted sequence, as well as the 
location of the insertion, influence the functionality of the resulting mutant. 
As shown in Fig. 8C, the β2 strands seems to harbor more of the insertions that did 
not affect function, whereas the β1 strands seems more important for the functionality of 
the protein, as five of the six insertions in these strands disrupted one or more functions 
related to the expression of AIDA-I. This observation raises the possibility that the 
functionality of AIDA-I might be localized predominanty on one of the faces of the β helix. 
In this respect, we noticed that the mutants affecting adhesion and/or invasion are clustered 
in strands β1 and, to a lesser extent, strands β2 and β3, whereas the mutants affected in 
biofilm or auto-aggregation are on strands β2. This could suggest that the interactions with 
eukaryotic cells involves primarily the face of the β helix formed by the β1 strands, 
whereas auto-aggregation or biofilm formation requires the face formed by the β2 strands. 
The main conclusion of our study is that a cell-binding domain resides within the N-
terminal third of mature AIDA-I. First, we identified five different insertions in this N-
terminal region that result in a deficiency in adhesion to cultured epithelial cells. Second, 
AIDA-I with a deletion of the amino acids between G54 and A225 is unable to mediate 
adhesion to Hep-2 cells. Lastly, the N-terminal region (between A50 and G224) fused to 
GST can efficiently bind to epithelial cells as assessed by a cell-based ELISA and by 
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immunofluorescence microscopy. The fusion protein could bind whether it is glycosylated 
or not. The observation that glycosylation is not required for binding is in agreement with 
our recent finding that glycosylation of AIDA-I is required to ensure the normal 
conformation of the protein, and therefore might only indirectly affect the adhesion to 
epithelial cells (M-E. Charbonneau et al., submitted for publication). Based upon the 
known structures of others autotransporters (6, 12, 26), the N-terminal location of the 
primary binding domain of AIDA-I could make the interaction with a host cell receptor 
easier, as this part of the protein is farther away from the cell surface. The location of a cell-
binding domain at the N-terminal end of a bacterial adhesin has been reported before, as for 
instance in the case of the Yersinia enterocolitica trimeric autotransporter adhesin YadA 
(28). 
We have also identified in the C-terminal half of mature AIDA-I three other 
insertion mutants that exhibited a reduction in their adhesion phenotype. Our results 
therefore suggest that the protein possesses two binding domains, one in the N-terminal 
third and one in the C-terminal half. The presence of different binding domains in the same 
adhesin has already been described for instance in trimeric autotransporters such as the 
Haemophilus influenzae Hia (18) as well as in the E. coli Dr adhesin (17). As mentioned 
above, we noticed that insertions affecting adhesion were mostly located in the predicted b1 
strands and to a lesser extent in the predicted β3 strands. The two faces of the b helix 
formed by these strands might therefore harbor the two different binding sites. 
Alternatively, the insertions in the C-terminal half of the protein could indirectly affect the 
N-terminal cell-binding domain. For instance the N- and C-termini of the repeats might be 
spatially close in the three-dimensional structure. More work is required at this time to 
distinguish between these possibilities.  
Our results further suggest that invasion and adhesion are relying on different 
mechanisms. Indeed, we have identified three insertion mutants, I9, I12 and I13, which 
mediated binding to epithelial cell as well as the wild-type protein but are unable to mediate 
invasion. Invasion mediated by AIDA-I is therefore likely to be not just the effect of a 
passive uptake by cultured epithelial cells, but seems rather to rely on a specific 
mechanism. Bacteria expressing the I4, I23 and I24 insertion mutants or the ΔN deletion 
mutant have impaired adhesion but only slightly reduced invasion. These results suggest 
that the binding to a receptor involved in adhesion could be different from the interactions 
responsible for invasion. Similarly, it was recently observed that variants of the YadA 
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trimeric autotransporter with reduced binding to laminin had a higher binding to fibronectin 
and an increase in integrin-mediated invasion (8).  
Lastly, we obtained 2 mutants (I9 and I24) for which the abilities to mediate auto-
aggregation and biofilm formation were not correlated: a non-aggregative mutant could 
mediate biofilm formation and vice versa. The separation of these two a priori related 
phenotypes has also been noted for Ag43 (15). Collectively, these studies therefore support 
the idea that biofilm formation mediated by AIDA-I involves more than the ability of 
bacterial cells to interact with one another. 
A more precise picture of the AIDA-I autotransporter is emerging from our study. 
Given the similarity that AIDA-I shares with Ag43 and TibA, our results are likely to apply 
to these and other putative SAAT proteins and shed new light on how these versatile 
proteins participate in the pathogenesis of diarrheagenic E. coli. 
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Figure legends 
Fig. 1: Effect of insertions on the expression of AIDA-I 
Whole cell lysates were obtained from overnight cultures of C600 harboring an empty 
vector (-), plasmid pAngH (WT), or one of the plasmids bearing a five amino acids 
insertion in pAngH. Bacteria harboring pAngH plasmids also contained the pAah plasmid 
allowing the production of the AIDA-I specific glycosyltransferase, Aah. Proteins separated 
by SDS-PAGE were probed by immunoblotting with an antiserum against mature AIDA-I 
(A) or with an antibody against the HisG tag (B) which allows detection of the proprotein 
(Pro., 132 kDa, closed circle) and the mature AIDA-I (100 kDa, closed arrowhead). C. 
Strain C600 harboring the same plasmids were heat-extracted at 60oC for 20 min. The heat-
extracts were resolved by SDS-PAGE and stained with Coomassie blue. The stars represent 
additional cleavage sites in AIDA-I resulting from the inserted sequence (see text for 
details). 
 
Fig. 2: Effect of insertion mutants on the functionality of AIDA-I 
Bacteria bearing an empty vector (-) or expressing wild-type or mutated AIDA-I proteins 
were tested for several phenotypes. A. Auto-aggregation assay. Cultures were left standing 
at 4oC and the OD600nm at the top of the culture was measured at the beginning of the assay 
(light gray) and after 180 minutes (dark gray). B. Biofilm formation assay. Biofilms formed 
in microtiter plates were stained with crystal violet and the amount of fixed dye measured 
by its absorption at 595 nm. C. Adhesion and invasion assays. Bacteria that adhered to 
Hep-2 cells were directly plated and counted. The number of intracellular bacteria was 
estimated by assessing the resistance to external antibiotics. The results represent the 
percentage of adhesion (light gray) or invasion (dark gray), compared to bacteria 
expressing wild-type AIDA-I. Significant differences (p<0.05) are indicated by stars for 
aggregation and biofilm formation (A, B), open circles for adhesion and dark circles for 
invasion (C). The difference in biofilm formation mediated by I4 was not statistically 
significant (NS). 
 
Fig. 3: Schematic representation of the insertion mutants in AIDA-I and their related 
phenotypes 
Schematic representation of the location and effects of the mutations obtained from the 
linker scanning mutagenesis. White arrows correspond to the insertion mutants without 
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functional defect, whereas black arrows indicate mutants with a defect for one or more 
functions. The black box represents the HisG tag at the N terminus of mature AIDA-I. 
 
Fig. 4: Deletion of putative cell-binding domain in mature AIDA-I 
A. Schematic illustration of the deletion construct, representing plasmids pAngH (WT) and 
pAngHΔN (ΔN). The black box represents the HisG tag at the N terminus of mature AIDA-
I. B. Whole cell lysates of bacteria harboring an empty vector (-), expressing wild-type 
AIDA-I (WT), or the ΔN mutant were obtained and probed with anti-HisG antibodies, 
allowing detection of the proprotein (circle) and mature AIDA-I (arrowhead). All plasmids 
were transformed in bacteria expressing the Aah glycosyltransferase. C. Heat extracts of the 
same cultures were obtained, resolved by SDS-PAGE and stained with Coomassie blue. D. 
Detection of glycosylation, using the DIG glycan detection kit, performed on the whole cell 
lysates. 
 
Fig. 5: Function of AIDA-I bearing the ΔN deletion 
Auto-aggregation assay (A), Biofilm formation (B), adhesion assay (C) and invasion assay 
(D) performed with cultures of C600 bearing an empty vector (-), plasmids pAngH and 
pAah (WT), or pAngHΔN and pAah (ΔN). The assays were performed as described in Fig. 
2. 
 
Fig. 6: Cell-binding properties of glycosylated and unglycosylated GST-AIDAN 
A. Coomassie-blue-stained SDS-PAGE gel of the purification product from the soluble 
fraction of BL21 strain bearing plasmid pGex-4T-1, pGex-AIDAN or pGex-AIDAN and 
pAah using affinity chromatography with a glutathione sepharose column. The black 
arrows represent the position of the purified protein. B. Detection of glycosylation, using 
the DIG glycan detection kit, of the purified proteins. C. Cell-ELISA. Hep-2 cells were 
grown in 96-wells plate and after fixation and blocking, incubated with various 
concentrations of the whole AIDA-I (squares), GST (crosses), unglycosylated GST-
AIDAN (filled circles) or glycosylated GST-AIDAN (open circles). Bound proteins were 
detected with an antibody against GST or AIDA-I coupled to HRP. The activity of HRP 
was measured using a colorimetric substrate by following absorption at 450 nm. 
Background was subtracted and the absorption was normalized by dividing the absorption 
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of each well by the maximal absorption measured on the plate in order to obtain 
percentages of maximal binding. 
 
Fig. 7: Immunofluorescent detection of purified unglycosylated and glycosylated GST-
AIDAN on the surface of epithelial cells 
Purified GST, unglycosylated GST-AIDAN or glycosylated GST-AIDAN fusion proteins 
were added to confluent Hep-2 cells at a concentration of 1 μM and incubated at 37oC for 
one hour. After binding of the proteins, the cells were washed, fixed and blocked with BSA 
before detection of bound proteins with antibody raised against GST. Immune complexes 
were revealed by incubation with a donkey anti-goat IgG rhodamine red conjugate. 
 
Fig. 8: Location of the 5 amino acids insertions in AIDA-I 
A. Sequences of the N-terminal part of the passenger domain of AIDA-I showing the 
imperfectly repeated 19-amino acid motif repeated 35 times. The positions of the insertion 
mutants are indicated. The circles highlight the positions of the identified glycosylation 
sites  (M.-E. Charbonneau et al., submitted manuscript). B. Weblogo 
(http://weblogo.berkeley.edu/) representation of the repeated motif showing the relative 
conservation of each amino acids of the consensus. Each repeat of this motif is thought to 
correspond to a coil of a β helix and is predicted to consist in 3 β strands, as previously 
modelled (13). The positions of the strands, with the original nomenclature of the model, 
are indicated. C. Location of the 5-amino acid insertions on the coil model. A black circle 
represents an isoleucine, valine or leucine residue and “X” denotes any residue. White 
squares represent insertions that did not affect the functions of AIDA-I. Gray squares 
highlight insertions that disrupted one or more of these functions. 
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Table I: Primers used in this study 
Primer Sequence 
ΔN 5’-GGCCATCATCATCATCATCATGGTGCTAATGCCACTGAGACCATTGTCAATTC 
 C -3’ 
ΔC 5’- GGTAACCAGTATATTTCTGCTGGCGCAACCGTTACCGGAACTAACC -3’ 
ΔC2  5’- GGTAACCAGTATATTTCTGCTGGCGCTGTTACATCCGGCGGCACAGCAACC-
3’ 
ΔNC  5’- GGCCATCATCATCATCATCATGGTGCTGTTACATCCGGCGGCACAGCAACC- 
3’ 
GSTAIDAN-F 5’- TATATAGGATCCGTAAATATTTCAGGCACAGTATCTTCAGG -3’ 
GSTAIDAN-R 5’- TATATACTCGAGTTAGCCAGCAGAAATATACTGGTTACC -3’ 
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Abstract 
The Escherichia coli Adhesin Involved in Diffuse Adherence (AIDA-I) is one of the 
few glycosylated proteins found in Escherichia coli. Glycosylation is mediated by a 
specific heptosyltransferase encoded by the aah gene but little is known about the role of 
this modification and the mechanism involved. In this study, we identified several peptides 
of AIDA-I modified by the addition of heptoses using mass spectrometry and N-terminal 
sequencing of proteolytic fragments of AIDA-I. One threonine and 15 serine residues were 
identified as bearing heptoses, thus demonstrating for the first time that AIDA-I is O-
glycosylated. We observed that unglycosylated AIDA-I is expressed in smaller amounts 
than its glycosylated counterpart and shows extensive signs of degradation upon heat-
extraction. We also observed that the unglycosylated AIDA-I is more sensitive to proteases 
and induces an important extracytoplasmic stress. Lastly, as was previously shown, we 
noted that glycosylation is required for AIDA-I to mediate adhesion to cultured epithelial 
cells, but purified mature AIDA-I fused to GST was found to bind in vitro to cells whether 
or not it is glycosylated. Taken together, our results suggest that glycosylation is required to 
ensure a normal conformation of AIDA-I and may be only indirectly necessary for its cell-
binding function. 
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INTRODUCTION 
Protein glycosylation is widespread in prokaryotes, with more than 70 bacterial 
glycoproteins reported so far (38). Most of these are surface or secreted proteins that affect 
how bacteria interact with their environment, for instance by influencing cell-cell 
interactions, surface adhesion or evasion of immune response (34, 38). 
In several bacterial species, complex O- and N-glycosylation pathways are encoded 
by multiples genes clustered in “glycosylation islands” (38, 39). In other cases, highly 
specific single glycosyltransferases are responsible for the modification of target proteins 
(2, 20, 35). However, in most cases the exact mechanism of glycosylation remains to be 
elucidated. How glycosylation exerts its role is also unclear. The addition of sugar moieties 
can define (9, 18) or mask (21, 31) interaction sites. Carbohydrates have also been shown to 
influence the stability (7) and protease sensitivity (14) of individual proteins or 
macromolecular assembly of several polypeptides (21, 33). 
Only a few glycoproteins have been identified in Escherichia coli. Amongst them 
are the Adhesin Involved in Diffuse Adherence (AIDA-I) (2), the TibA adhesion/invasion 
protein of enterotoxigenic E. coli (20) and the auto-aggregation factor antigen 43 (Ag43) 
(35). Specific glycosyltransferases of AIDA-I and TibA have been identified but, by 
contrast, no Ag43-specific glycosyltransferases are known and Ag43 glycosylation was 
performed heterologously with the AIDA-I or TibA-specific enzymes. These glycoproteins 
present several similarities: all three (i) are secreted as autotransporters, a branch of the 
type V secretion pathway; (ii) have nearly identical N-terminal 19 amino acids repeats; (iii) 
are glycosylated by the addition of heptoses mediated by single glycosyltransferases that 
are functionally interchangeable; and (iv) are versatile virulence factors mediating bacterial 
auto-aggregation, biofilm formation, as well as adhesion to and invasion of mammalian 
cells. Because of these similarities, AIDA-I, TibA and Ag43 have been named Self-
Associating Autotransporters (SAAT) (17). 
AIDA-I was originally identified as a plasmid-encoded protein able to confer a 
pattern of diffuse adherence on the surface of cultured epithelial cells (1). It is associated 
with a high percentage of the pathogenic E. coli strains involved in neonatal and post-
weaning diarrhea in piglets, which cause major economic losses in farms worldwide (10, 
11, 22, 26, 27). AIDA-I is synthesized as a 132 kDa pre-proprotein (37). A cleavable N-
terminal signal sequence of 49 amino acids allows secretion across the inner membrane via 
the general sec secretion machinery. After crossing the periplasm, the proprotein is inserted 
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in the outer membrane and is cleaved, probably by an autocatalytic mechanism (3, 37). The 
cleavage separates an N-terminal extracellular fragment, the mature AIDA-I adhesin, from 
a C-terminal membrane-embedded fragment, AIDAc. Despite the cleavage, the mature 
adhesin and AIDAc remain strongly associated at the bacterial surface (3, 37). 
The autotransporter adhesin heptosyltransferase (Aah) is responsible for the 
glycosylation of AIDA-I with heptoses. Aah uses precursors recruited from the 
lipopolysaccharide biosynthetic pathway, but the modified residues were not identified (2). 
The glycosylation of AIDA-I was shown to be essential for adhesion, since deletion of the 
aah gene abolishes adherence to cultured epithelial cells, but dispensable for auto-
aggregation and biofilm formation (2, 36). These observations suggested that heptose 
residues are involved in the interaction between AIDA-I and a receptor on the surface of 
epithelial cells. There is however no formal proof for this hypothesis and glycosylation 
could also affect the conformation or the stability of the protein. It was for instance shown 
that glycosylation was required for the stability of the HMW1 adhesin of Haemophilus 
influenzae and its tethering to the bacterial surface (7).  
In the present study, we characterized the glycosylation of AIDA-I. We used mass 
spectrometry (MS) and N-terminal sequencing of AIDA-I peptides to show that the 
heptoses are O-linked to the 15 serine and one threonine residues. We also show that 
glycosylation provides increased resistance to degradation and does not alter the binding 
efficiency of purified mature AIDA-I. Our results therefore strongly suggest that 
glycosylation is mainly necessary for the stability of the protein at the cell surface rather 
than being required to engage a cellular receptor. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Bacterial strains and plasmids. The Escherichia coli K12 strain C600 (thr-1, leuB6, thi-1, 
lacY1, supE44, rfbD1, fhuA21, obtained from New England Biolabs) and the pathogenic 
strain 2787 (1) were used in this study. Plasmid pAg containing the whole aidA operon 
(aah and aidA) under the control of ptrc, a promoter inducible with isopropyl-β-D-thio-
galacto-pyranoside (IPTG), has been described before (3). pAg allows the expression of 
glycosylated AIDA-I. Plasmid pAgH, also previously described (3), is derived from pAg 
and allows expression of glycosylated AIDA-I tagged at the N terminus of the proprotein 
with 6 histidine amino acids and a glycine (HisG). To construct plasmid pAng, which 
allows the expression of non-glycosylated AIDA-I, we amplified by PCR the aidA gene 
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from the E. coli strain 2787 using primers introducing NcoI and XbaI restriction sites. The 
resulting fragment was cloned in the vector pTRC99a (Pharmacia Biotech), resulting in 
plasmid pAng that bears the aidA gene alone under the control of the ptrc promoter. 
Plasmid pAngH, allowing the expression of the HisG-tagged AIDA-I, was obtained by 
introducing an oligonucleotide coding for the HisG tag in the pAng plasmid by site directed 
mutagenesis using mutagenic primers, as described previously with pAg (3). To construct 
the plasmid pAah, we subcloned the aah gene with its ptrc promoter from the pTRC-Aah 
plasmid described before into the plasmid pACYC184 (Pharmacia Biotech) using SphI and 
EcoRI restriction sites. The pAah plasmid has an origin of replication compatible with those 
of pAng and pAngH. A plasmid allowing the expression of a fusion between Glutathione-
S-transferase (GST) and mature AIDA (encompassing residues 50 to 847) was constructed 
by PCR amplification and cloning into the pGex-4T-1 vector (Amersham biosciences), as 
described elsewhere (M.-E. Charbonneau and M. Mourez, submitted for publication). All 
constructions were verified by restriction mapping and sequencing. 
 
Bacterial and cell culture growth conditions. Bacteria containing the different plasmids 
were grown on Luria-Bertani (LB) agar plate or in liquid LB (rich) or M9 (minimal) media 
containing 100 μg.ml-1 of ampicillin, and, in addition, 50 μg.ml-1 chloramphenicol when the 
plasmid pAah was used. Bacterial cultures were grown at 30°C, and induced overnight 
when they reached an OD600nm of 0.8 with 10 μM of IPTG, unless indicated otherwise. 
Strain 2787 was grown on I-medium (1) at 37oC. Hep-2 cells (ATCC CCL-23) were grown 
at 37oC with 5% CO2 in Dulbecco’s modified Eagle medium (Gibco) containing 10 mM 
sodium pyruvate (Sigma), bovine growth serum (Hyclone), 2.5 μg.ml-1 of fungizone and 
100 μg.ml-1 of penicillin/streptomycin (Gibco). 
 
SDS-PAGE and immunoblotting. Protein-containing samples were diluted in twice 
concentrated SDS-PAGE loading buffer containing β-mercaptoethanol and denatured by 
heating at 100oC for 10 minutes. The samples were separated by SDS-PAGE on 10% 
acrylamide gels. The gels were either stained with Coomassie blue or transferred to 
polyvinylidene fluoride membranes (Millipore). Immunodetection was performed with an 
anti-HisG horseradish peroxidase (HRP)-coupled antibody (Invitrogen) diluted 1:5,000 in 
blocking buffer (5% skim milk, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Triton 
X100). Immune complexes were revealed using a 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine solution 
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for membranes (Sigma). For quantitative comparison the membranes were digitally 
scanned using the ImageJ software (NIH, USA). 
 
Whole cell and membrane extract preparations. Overnight cultures from E. coli C600 
harboring pTRC99A, pAngH (non-glycosylated AIDA-I) or pAngH and pAah 
(glycosylated AIDA-I) normalized to the same OD600nm. To obtain whole cell extracts, the 
cultures were normalized, pelleted and bacteria resuspended in Phosphate buffered saline 
(PBS). To obtain membrane fractions, the cultures were lysed and fractionated as described 
previously (3).  
 
Heat extraction and purification of mature or whole AIDA-I. Heat extraction was 
performed as described before (3). Briefly, overnight cultures of C600 harboring empty 
vector, pAngH or pAngH and pAah were normalized and bacteria were harvested, 
resuspended in 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7 and heated at 60oC for 20 minutes. 
The treated samples were centrifuged for 5 minutes at 12,000 x g to recover the heat-
extracts. The HisG-tagged mature AIDA-I was purified from heat extracts and the HisG-
tagged whole AIDA-I was purified from solubilized membrane extracts, as described 
before (3).  
 
Protease accessibility assay. Normalized cultures of C600 bearing an empty vector, 
pAngH or pAngH and pAah were pelleted and resuspended in PBS in the presence or 
absence of trypsin (Sigma) or proteinase K (Invitrogen), at 0.3 μg.ml-1 or 3 mg.ml-1, final 
concentrations. After 30 minutes of incubation on ice, the proteases were neutralized by 
addition of proteases inhibitor cocktail (Complete mini; Roche) for 5 minutes. The samples 
were pelleted, and whole cell extracts obtained as described above. 
 
Purification of the GST fusion proteins. One liter of E. coli BL21 harboring plasmids 
pGex-4T-1 or pGex-AIDA with or without pAah were grown until an OD of 0.4 and 
induced with 10 μM of IPTG for three hours. Bacteria were harvested and resuspended in 
40 ml of Tris-buffered saline (50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl) containing lysozyme 
(0.4 mg.ml-1 final) and EDTA pH 8 (10 mM final) and lysed with a French press and an 
ultrasonic processor. The soluble fraction was isolated by a 30-minute centrifugation at 
16,000 x g. The GST and the GST-AIDA fusion proteins were purified using an ÄKTA 
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purifier system with a 5-ml glutathione sepharose column (Amersham biosciences), 
according to instructions of the manufacturer. The purity of the purified proteins was 
confirmed by SDS-PAGE and staining with Coomassie blue. Glycan detection was 
performed using the DIG glycan detection kit (Roche), according to the instructions of the 
manufacturer. 
 
Cell-ELISA. Hep-2 cells were grown in 96-wells plate, and fixed 15 minutes with PBS 
containing 2.5% paraformaldehyde and 0.2% glutaraldehyde as final concentrations. After 
one wash with PBS, the plate was blocked with PBS-BSA 3% for 2h at 37ºC. Purified 
proteins (GST, a fusion of GST to mature AIDA-I, or whole AIDA-I) were added to the 
cells at concentrations between 30 nM and 1µM and incubated overnight at 4ºC. After 
extensive washes with PBS, bound proteins were detected with an anti-GST antibody 
coupled to HRP, diluted 1:10,000 in PBS (Amersham biosciences), or with a custom 
polyclonal rabbit anti-AIDA serum (QCB, Hopkinton, MA) and a secondary goat anti-
rabbit antibody coupled to HRP. Immune complexes were revealed using a 3,3’,5,5’-
tetramethylbenzidine solution for ELISA (Sigma). Background was subtracted and the 
absorption intensities were normalized by dividing the intensity in each well by the 
maximum intensity measured on the plate. Experiments were conducted in duplicate at 
least twice. Binding curves and dissociation constants were obtained by nonlinear 
regression fitting to a one binding site hyperbola, using Prism 4.0 (Graphpad software). 
 
Functional assays. All assays were performed as described before (3). Briefly, the auto-
aggregation assay was performed using overnight cultures of C600 harboring empty vector, 
pAng or pAg, or cultures of strain 2787. All cultures were normalized, vortexed for 10 
seconds and left at 4oC. The OD600nm was measured at the top of the culture at the 
beginning of the assay and after 3h, and pictures were taken after overnight incubation. For 
biofilm formation, normalized cultures of C600 harboring empty vector, pAng or pAg were 
grown without agitation for 24 h at 30oC in minimal medium in 96-well PVC plates 
(Falcon). Biofilms were stained for 15 minutes with crystal violet 1% and the fixed dye was 
solubilized by addition of ethanol-acetone (80:20). The absorbance of the dye solution was 
measured at 595nm. For unknown reasons strain 2787 grows extremely slowly in minimal 
medium and AIDA-I expression is minimal in those conditions, the biofilm assay was 
therefore not performed with this strain. The adhesion assay was performed with Hep-2 
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cells, grown in 24-well plates, inoculated with 106 cfu per well of C600 harboring empty 
vector, pAng or pAg for 3 h. Cells were washed with PBS. Bacteria adhering to cells were 
recovered with 100 ml of Triton X100 1% and plated for numbering. Adherence was 
calculated by dividing the number of adherent bacteria with the number of bacteria found in 
the inoculum after three hours of incubation.  
 
β-galactosidase reporter assay. The β-galactosidase activity of strains SR1458 (30) and 
SR1364 (25) transformed with an empty vector, plasmid pAng or plasmid pAg was 
assessed as described previously (25) and expressed in Miller units. Statistical comparisons 
were performed by variance analysis (ANOVA) using Prism 4.0 (Graphpad software). 
 
Mass spectrometry. Glycosylated AIDA-I was purified from heat-extracts, as described 
above, and run on a SDS-PAGE 10% acrylamide gel. The protein band corresponding to 
AIDA-I was cut from the gel, destained with water/sodium bicarbonate buffer and 
acetonitrile. The protein was reduced with DTT and alkylated with iodoacetamide prior to 
in-gel digestion with trypsin or chymotrypsin. The tryptic peptides were eluted from the gel 
with acetonitrile containing 0.1% of trifluoroacetic acid. The tryptic peptides were then 
separated on an Agilent Nanopump using a C18 ZORBAX trap and a SB-C18 ZORBAX 
300 reversed phase column (150 mm x 75 µm, 3.5µm particle size) (Agilent Technologies, 
Inc.). All mass spectra were recorded on a hybrid linear ion trap-triple quadrupole mass 
spectrometer (Q-Trap, AB Applied Biosystems, MDS SCIEX Instruments, California, 
USA) equipped with a nano-electrospray ionization source. The accumulation of MS-MS 
data was performed with the Analyst Software, version 1.4 (AB Applied Biosystems / MDS 
SCIEX Instruments, California, USA). MASCOT (Matrix Science, London, UK) was used 
to create peak lists from MS and MS/MS raw data.  
 
N-terminal sequencing. The mature AIDA-I protein was isolated from a SDS-gel stained 
with Coomassie Blue as described above. The band corresponding to mature AIDA-I was 
cut and transferred in a 1.5 ml screw cap microfuge tube, reduced, alkylated and digested 
with trypsin (Promega sequencing grade) as described previously (12). The peptides were 
extracted with 60% acetonitrile, 1% trifluoroacetic acid at 60ºC and separated by reverse-
phase HPLC on a Vydac microbore C18 column (1mmIDx50mm) using an Applied 
Biosystems 130A Separation System. The peptides were detected by absorbance at 220 nm 
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and fractions peaks were collected manually. Each fraction was applied to a precycled glass 
fiber filter treated with trifluoroacetic acid and coated with Biobrene Plus (0.5 mg of 
polybrene and 0.03 mg of NaCl). The fraction were subjected to automatic Edman 
degradation on a model 494 CLC Procise sequencer using a general protocol (15). The 
phenylthiohydantoin amino acid derivatives were analyzed on-line using a capillary 
separation system (Applied Biosystems model 140 D) and an ultraviolet detector (Applied 
Biosystems model 785A) set at 269 nm. 
 
RESULTS 
AIDA-I is O-glycosylated. We purified glycosylated mature AIDA-I (corresponding to 
amino acids 50 to 847 in the pre-proprotein) by affinity chromatography from heat-extracts 
of the E. coli strain C600 expressing a histidine-tagged protein, as described before (3). 
After SDS-PAGE, the band corresponding to purified mature glycosylated AIDA-I was in-
gel digested by trypsin or chymotrypsin and the resulting peptides were submitted to 
tandem MS/MS with collision induced dissociation (CID). Some of the parent ions were 
identified as AIDA-I peptides presenting between 1 and 4 incremental additions of 192 Da 
compared with the theoretical mass of the unsubstituted peptides. This 192 Da addition is 
consistent with the grafting of a heptose molecule and thus we concluded that these 
peptides were glycosylated. In most cases we could compare the MS spectra of modified 
and unmodified peptides. With this MS approach, nine peptides were found to be 
glycosylated with 1 to 4 heptose residues whereas five peptides were found not to be 
glycosylated (Fig. 1 and Table 1). In two instances, there was extensive overlap between 
two glycosylated peptides, therefore we in fact identified seven different glycosylated 
peptides using MS. We noted that the glycosylation is heterogeneous, as five out of the nine 
peptides were found without carbohydrate or with various amounts of heptose residues. 
When multiple glycosylations was observed, it was not possible to determine if it was the 
result of multiple sites being glycosylated or a single site being glycosylated by multiple 
heptose residues. Similarly, we could not ascertain the conformation of the grafted heptose. 
The glycosylated peptides are found at several different positions in mature AIDA-I, but 
exclusively in a region containing 35 imperfect repeats of a 19 amino acids sequence (Fig. 
1). In most cases, CID of peptides does not allow the identification of the amino acid 
residue bearing the carbohydrate since the carbohydrate-polypeptide bond is usually 
preferentially cleaved compared to the peptide bond. However, in one instance, the CID 
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spectrum of a chymotryptic peptide showed peptide fragment ions still bearing the 
carbohydrate moiety (Fig. S1). Analysis of these fragment ions revealed that the threonine 
at position 154 was modified with one heptose. 
In a parallel approach, purified tryptic peptides of mature AIDA-I were sequenced 
by N-terminal Edman degradation (ED). Six peptides had the expected sequences of AIDA-
I peptides, with perfect signal for each residue of the peptides. However, for 8 other 
peptides, no signal was observed at positions corresponding to some of the serine residues 
they comprised (Table 1). This suggested that these residues had been modified and thus 
could not be identified during the degradation cycle. Five of the eight peptides identified as 
potentially modified corresponded to peptides identified by MS as glycosylated, suggesting 
that all the peptides identified in this manner by ED were indeed glycosylated. The signal 
corresponding to the serine residues at positions 577 and 578 was sharply reduced but not 
absent, suggesting that these residues are heterogeneously modified. This result is in 
agreement with the heterogeneity observed by MS. Also in agreement with the previous 
results, the modified peptides identified by ED are located in the 19-amino acids repeats. 
Together, our approaches revealed ten different glycosylated peptides and 15 serine 
and one threonine residues were found to be modified. Adding the maximum number of 
heptoses bound to each of the peptide identified by MS and the number of modified serine 
residues in the peptides identified solely by ED, we estimate that up to a total of 19 
heptoses could be present on AIDA-I (Table 1). All attempts to obtain the mass of the 
whole mature AIDA-I by MS were unsuccessful. This is most likely due to the high 
molecular weight of the protein and the heterogeneity conferred by the glycosylation. 
 
Glycosylation influences the abundance of AIDA-I. We compared the ability of bacteria 
expressing the glycosylated or the non-glycosylated forms of AIDA-I to auto-aggregate, 
form a biofilm or adhere onto cultured epithelial cells. Glycosylation seems dispensable for 
auto-aggregation and biofilm formation, but the non-glycosylated form of AIDA-I cannot 
mediate adhesion to Hep-2 cells (Fig. 2), as previously observed (2, 36). This observation 
could be due to the fact that unglycosylated AIDA-I is unable to mediate adhesion, that 
there is not enough unglycosylated AIDA-I present at the bacterial surface to mediate 
adhesion, or that the conformation of unglycosylated AIDA-I is abnormal and cannot 
mediate adhesion. 
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To distinguish between these possibilities, we compared the amounts of the 
glycosylated and non-glycosylated forms of AIDA-I present at the cell surface. As 
previously suggested, we observed that antibodies directed against the glycosylated mature 
adhesin do not efficiently recognize non-glycosylated AIDA-I (2), hindering efforts to 
compare expression levels. To remedy this situation, we used a plasmid allowing the 
expression of non-glycosylated AIDA-I with a HisG-tag localized at the N terminus of the 
mature adhesin. In order to express the glycosylated protein, we co-transformed bacteria 
with this plasmid and a compatible plasmid containing the aah gene. With those constructs, 
we could prepare whole cell extracts of normalized overnight cultures expressing 
glycosylated or unglycosylated forms of the histidine-tagged protein. Proteins of 100 and 
132 kDa for glycosylated AIDA-I and 80 and 120 kDa for non-glycosylated AIDA-I, were 
detected with an anti-HisG monoclonal antibody, consistent with the mature protein and the 
proprotein precursor forms of AIDA-I (Fig. 3A). We observed that there was dramatically 
less of the non-glycosylated form of AIDA-I compared to the glycosylated form. We 
observed the same decrease with untagged versions of AIDA-I by separating membrane 
fractions of bacteria expressing glycosylated or unglycosylated forms of AIDA-I and 
staining with Coomassie blue (data not shown). 
Altered expression levels might be due to the fact that glycosylated AIDA-I is 
expressed in bacteria bearing two plasmids, whereas unglycosylated AIDA-I is expressed in 
bacteria bearing only one plasmid. To eliminate this possibility, we expressed 
unglycosylated AIDA-I in bacteria bearing one plasmid by engineering a point mutation in 
the aah gene, resulting in the expression of an inactive glycosyltransferase, as previously 
observed (24). As above, we observed dramatically less non-glycosylated AIDA-I 
compared to its glycosylated form in heat-extracts (data not shown). 
 
Glycosylation confers partial resistance to proteases. We observed that when the 
mature unglycosylated and glycosylated adhesins were heat-extracted, the glycosylated 
polypeptide runs as a clear band of approximately 100 kDa, whereas the non-glycosylated 
protein appears as a less intense band of approximately 80 kDa, along with a degradation 
profile absent from extracts of bacteria expressing glycosylated AIDA-I (Fig. 3B). 
Additionally, the heat-extracted unglycosylated polypeptides were undetectable with 
antibodies directed against the HisG tag (data not shown). This result suggests that 
unglycosylated AIDA-I is more sensitive to proteolytic degradation. To determine if and 
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where unglycosylated AIDA-I is degraded in vivo, we compared the expression levels of 
glycosylated and unglycosylated AIDA-I in a degP- background, but there was no visible 
effect of the presence of the periplasmic protease DegP on the relative amounts of 
unglycosylated or glycosylated AIDA-I (Fig. S2). We also tested if the outer membrane 
protease OmpT could have an influence on the levels of AIDA-I but it also seemed not to 
have an effect (Fig. S2). Since AIDA-I is auto-proteolytically maturing itself (3, 37), it 
could be that unglycosylated AIDA-I is responsible for its own degradation when it is in an 
abnormal conformation. 
To confirm the hypothesis that unglycosylated AIDA-I is more sensitive to 
proteolytic degradation, we performed a limited digestion of bacterial surface proteins 
using trypsin, a protease cleaving after lysine and arginine residues. We observed that the 
unglycosylated AIDA-I is degraded at the lowest concentration of trypsin whereas the 
glycosylated protein is resistant at all concentrations tested (Fig. 4). 
To ensure that this result is not specific for trypsin, which could simply indicate that 
most trypsin cleavage sites are protected by the heptoses, we performed the same assay 
with various concentrations of proteinase K, a protease cleaving after hydrophobic residues. 
Consistent with our previous results, we observed that the unglycosylated protein is 
completely degraded at the lowest concentration of proteinase K used (Fig. 4). To further 
exclude artifacts that might be due to the use of histidine-tagged proteins, we performed the 
same assays with untagged proteins, revealed by Coomassie blue staining. As above, in 
these experiments, the unglycosylated protein was completely degraded by 0.3 µg.ml-1 of 
proteinase K whereas the glycosylated protein was resistant (data not shown). 
 
The unglycosylated form of AIDA-I induces an extracytoplasmic stress. The sensitivity 
of unglycosylated AIDA-I to proteolytic degradation suggests that it is in an abnormal 
conformation. Polypeptides with abnormal conformation are usually sensed by specialized 
stress sensing systems, which in turn induce the production of folding catalysts and 
proteolytic enzymes to alleviate the problem (23). We therefore tested if unglycosylated 
AIDA-I can induce a stress response. We used two reporter strains: strain SR1458, which 
bears the β-galactosidase lacZ gene under the control of the degP promoter (30) and strain 
SR1364, a strain bearing the lacZ gene under the control of the rpoH promoter (25). The 
former is induced by an extracytoplasmic stress and the latter by a cytoplasmic stress. The 
strains were transformed with the plasmids bearing the aah-aidA operon, the aidA gene 
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alone or a control empty plasmid (Fig. 5). We observed that glycosylated and 
unglycosylated AIDA-I did not induce any cytoplasmic stress (Fig. 5A). The b-
galactosidase activity indicated however that unglycosylated AIDA-I caused a dramatic 
extracytoplasmic stress response (Fig. 5B). It is important to note that SR1458 is only a 
reporter strain and the induction of the degP promoter does not prove that unglycosylated 
AIDA-I is degraded by the periplasmic DegP protease. Indeed, as described above, we have 
observed that DegP does not seem to be involved in the degradation of unglycosylated 
AIDA-I. It is also important to note that these results were obtained in a context of 
overexpression and we do not know if a similar stress response would be induced in an aah 
mutant of the wild-type strain 2787. Nevertheless, the stress response induction upon 
overexpression are consistent with the enhanced sensitivity to proteolytic degradation and 
suggests that unglycosylated AIDA-I adopts an abnormal conformation. 
 
Glycosylation is not required for the binding of a domain of AIDA-I to cultured 
epithelial cells. We decided to test directly the role of glycosylation on the binding of 
AIDA-I to epithelial cells by comparing the binding of glycosylated and unglycosylated 
AIDA-I. Whereas we can purify whole glycosylated AIDA-I by solubilizing outer 
membrane extracts (3), we are unable to purify unglycosylated AIDA-I because it is 
unstable and degraded. We therefore purified a fusion of mature AIDA-I (corresponding to 
amino acids 50 to 847) to GST, unglycosylated or glycosylated by co-expression in the 
presence of Aah. The presence or absence of glycosylation of the GST-AIDA was 
ascertained using a glycan detection kit (data not shown). Glycosylated GST-AIDA bound 
specifically to cultured epithelial cells in a saturable manner (Fig. 6). The equilibrium 
dissociation constant was calculated to be approximately 45 nM. By comparison, we 
observed that whole glycosylated AIDA-I could bind to cells with a dissociation constant of 
4 nM, in close agreement with a previous estimate (19). In a structure-function study we 
have observed that the N terminus of AIDA-I harbors a cell-binding domain (M.-E. 
Charbonneau and M. Mourez, submitted for publication). In this context, when the GST is 
fused to the N terminus of mature AIDA-I it is likely that it will sterically hinder the 
interaction mediated by the N-terminal cell binding domain. This might explain the 
difference between the dissociation constant of our GST-fusion protein and that of wild-
type AIDA-I. The fusion of mature AIDA to GST, purified in the absence of Aah (and 
therefore unglycosylated), was also able to bind to cultured epithelial cells in a manner 
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similar to the glycosylated fusion, with an equilibrium dissociation constant calculated at 
39 nM. This result suggests that the carbohydrates moieties are not directly participating in 
the binding to a cellular receptor. 
 
DISCUSSION 
In the present study, we identified ten peptides of AIDA-I bearing heptose residues 
and our results suggest that at least up to 19 molecules can be added onto AIDA-I, in 
perfect agreement with a previous evaluation (2). Recently, five different peptides were 
found to contain heptoses in Ag43 (35). Strikingly, in AIDA-I as well as in Ag43, 
glycosylation appears to be heterogeneous, i.e. most of the glycosylated peptides could be 
identified unglycosylated and/or with various numbers of heptoses. This fact was not 
initially appreciated when AIDA-I was shown to be glycosylated (2). The coexistence of 
modified and unmodified forms of bacterial glycoproteins has previously been reported (31, 
41). In some instances it has been shown that this heterogeneity influences the 
immunogenicity of the protein (31), but the role, if any, of this heterogeneity in AIDA-I is 
unclear. The mechanism that results in such heterogeneity is also unknown.  
The glycosylated peptides were identified in a region of the protein composed of 
imperfect 19-amino acids repeats. The same was true with Ag43 (35). It was expected that 
the specificity of the heptosyltransferases acting on these proteins is similar since the 
SAAT glycosyltransferases are functionally exchangeable (24, 35). The role of these 
repeats is unknown but it has been postulated that they are involved in the adhesion 
mediated by these proteins, since it is often observed that repeated motifs are involved in 
adhesion. Alternatively, the repeated motifs could provide the backbone for the expected b-
helical structure of the proteins, itself a repetitive structure. 
In addition to what was reported with Ag43, we could unambiguously show that 
AIDA-I is modified on serine and threonine residues, proving that Aah mediates O-
glycosylation. This was expected, based on sequence similarities of Aah with the known E. 
coli heptosyltransferases involved in LPS biosynthesis (2). Indeed, these enzymes mediate 
the transfer of heptose precursors onto the hydroxyl group of LPS biosynthetic 
intermediates (8). We did not identify any glycosylation consensus sequence but it should 
be noted that neither in eukaryotes, nor in prokaryotes, has a consensus sequence for O-
glycosylation been established (29, 34, 38, 40). Consequently, the specificity of the Aah 
glycosyltransferases remains elusive: How does Aah recognizes its SAAT substrates and 
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why does it transfer heptoses in the 19-amino acids imperfect repeats? It is possible that 
this region adopts a specific structure that is recognized by the enzyme but this would 
contradict the fact that glycosylation is thought to occur in the cytoplasm, prior to transport 
across the inner membrane via the sec machinery, which requires exported polypeptides to 
be unfolded. Alternatively, the enzyme might recognize a part of the repeated consensus 
sequence itself. Specificity of O-glycosylation towards amino acid sequences has been 
proposed before, as in the case of proline-rich domains of glycoproteins from 
Mycobacterium tuberculosis (4) and Clostridium thermocellum (6). 
Important biological functions can be affected by glycosylation: maintenance of 
protein conformation, resistance against proteases, or modulation of intermolecular 
interactions (2, 38). Our results confirmed that glycosylation of AIDA-I is essential for 
adhesion (2), but not for auto-aggregation or biofilm formation (36). Based on these results, 
it was suggested that the glycans could be involved in receptor recognition. Carbohydrates 
from glycoproteins have indeed been shown in some cases to mediate the interaction with 
the host cell receptor, as for the major outer membrane protein of Chlamydia trachomatis 
(18). All our observations, however, suggest that glycosylation is required for AIDA-I to 
adopt a normal conformation, which in turn would be responsible for the lack of adhesion. 
Indeed, we observed that unglycosylated AIDA-I is less expressed and more sensitive to 
degradation but that purified mature AIDA-I could specifically bind to cultured epithelial 
cells even when unglycosylated. There are other examples of bacterial proteins being 
protected against degradation by glycosylation (14), and the conformation and protease 
sensitivities of polypeptides have often been shown to be altered by glycosylation (5, 16). 
The H. influenzae HMW1 adhesin, for instance, is stabilized by glycosylation (7). 
Unglycosylated HMW1 was prematurely degraded in the cytoplasm and periplasm and its 
tethering to the bacterial surface was compromised. Interestingly, HMW1 and SAAT are 
both secreted by the type V secretion pathway (13), raising the possibility that 
glycosylation might also exerts its role in the context of the secretion of some substrates of 
this pathway. Such a role could be to prevent premature periplasmic folding, since it was 
shown that it can be incompatible with secretion (32), or to promote extracellular folding, a 
process which has been proposed to drive secretion (28). 
Two observations seem to be at odds with the notion that unglycosylated AIDA-I is 
in an abnormal conformation. First, Ag43 is usually not glycosylated and there is no 
indication that it is unstable or that glycosylation increases its stability. Despite their 
  
146
similarities, Ag43 and AIDA-I might have subtle structural differences that make 
glycosylation more important for AIDA-I, and it should be noted that the latter seems to be 
more glycosylated than Ag43. Second, it is surprising that glycosylation is dispensable for 
auto-aggregation. One possible explanation is that the domains of the protein involved in 
auto-aggregation do not require the folding and/or the stability provided by glycosylation. 
The unglycosylated protein could also be degraded into an intermediate that still bears an 
auto-aggregation domain.  
Many uncertainties remain about the glycosylation of AIDA-I. The mechanism of 
glycosylation itself needs to be investigated in order to understand the specificity of Aah 
towards its substrates, and more precisely towards specific sites in the latter. How 
glycosylation affects the conformation of AIDA-I and why glycosylation is not necessary 
for auto-aggregation is also unclear. Further characterization of the glycosylation of AIDA-
I, as well as that of other SAAT, is warranted to tackle these puzzling questions. 
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FIGURE LEGENDS 
Fig. 1: Localization of heptose modifications. 
Glycosylated peptides identified in this study are indicated on a schematic representation of 
the pre-proprotein showing the N-terminal signal sequence required for inner membrane 
translocation, a region encompassing 35 imperfect 19-amino acids repeats (gray boxes) and 
the autoproteolytic cleavage site separating mature AIDA-I from the membrane-embedded 
AIDAc. The imperfectly repeated sequence is highlighted. Numbering corresponds to the 
position of the amino acids in the pre-proprotein. In several peptides, a heptose residue 
could be identified on threonine or serine residues. These residues are circled in the 
sequence. 
 
Fig. 2: Effect of glycosylation on the function of AIDA-I. 
A. Adhesion assay. Bacteria bearing an empty vector (-), or expressing unglycosylated 
AIDA-I (Aida) or glycosylated AIDA-I (Aida/Aah) were inoculated onto monolayer of 
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confluent Hep-2 cells and adhering bacteria were plated, counted. The E. coli strain 2787, 
from which AIDA-I was originally identified (1), was used as a control. The adhesion is 
calculated by dividing the cfu of adhering bacteria recovered by the cfu found in the 
inoculum after 3 hours of incubation. B. Biofilm formation. The same strains were grown in 
minimal medium for 24 hours at 30oC in microtiter plates and biofilms were stained with 
crystal violet. C. Auto-aggregation assay. Cultures of the same strains were left standing at 
4oC and the turbidity at the top of the culture was measured. Pictures of the culture tubes 
were taken after an overnight incubation at 4oC. Experiments were performed at least three 
times in duplicate (A, C) or quadruplicate (B) and the values represent means ± SEM. 
 
Fig. 3: Effect of glycosylation on the expression level and on the mild heat extraction 
of AIDA-I. 
A. Whole cell extracts of bacteria bearing an empty vector (-), or expressing unglycosylated 
AIDA-I (Aida) or glycosylated AIDA-I (Aida/Aah) were separated by SDS-PAGE and 
probed by immunoblotting with antiserum against the HisG tag fused to mature AIDA-I. B. 
Bacteria harboring the same plasmids were heat-extracted and the extracts recovered by 
centrifugation prior to separation by SDS-PAGE and Coomassie Blue staining.  
 
Fig. 4: Effect of glycosylation on the resistance to proteases. 
Bacteria bearing an empty vector (-), or expressing unglycosylated AIDA-I (Aida) or 
glycosylated AIDA-I (Aida/Aah) were pelleted and resuspended in PBS in the presence or 
absence of trypsin or proteinase K (0.3 μg.ml-1 and 3 mg.ml-1). The amount of AIDA-I was 
revealed by immunoblotting with an anti-HisG antibody (upper panel), and the intensity of 
the bands was quantitated by densitometry and normalized (lower panel). 
 
Fig. 5: Induction of an extracytoplasmic stress by the non-glycosylated AIDA-I. 
An empty vector (-), or plasmids allowing expression of unglycosylated AIDA-I (Aida) or 
glycosylated AIDA-I (Aida/Aah) were transformed into the SR1364 (A) and SR1458 (B) 
reporter strains. The β-galactosidase activity measured in these strains and presented in 
Miller units indicate cytoplasmic and extracytoplasmic stress, respectivly. The experiment 
was performed three times in duplicate. The values represent means ± SEM and were 
compared by an ANOVA (*, p<0.01). 
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Fig. 6: Binding of unglycosylated mature AIDA-I to cultured epithelial cells. 
The glycosylated (open squares) or unglycosylated (closed squares) fusion of GST to 
mature AIDA-I (encompassing amino acids 50 to 847) were purified by affinity 
chromatography. Various amounts of the proteins were incubated with fixed Hep-2 cells. 
Pure GST (diamonds) and pure whole AIDA-I (crosses) were used as a control. Bound 
proteins were revealed with an anti-GST antiserum directly coupled to HRP or an anti-
AIDA-I serum and a secondary antibody coupled to HRP. Background was subtracted and 
the absorption was normalized by dividing the absorption of each well by the maximal 
absorption measured on the plate in order to obtain percentages of maximal binding. 
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Peptide 
Number 
of 
heptoses 
Means 
of 
identification 
Glycosylated peptides 
P1 KτT95TATTVNSSGSQNVGTSGATISTIVNSGGIQR126τ 2,3 or 4 MS, ED 
P2 YτN147LGHASNTVIF157τ 0 or 1 MS 
P3 RτV240NSGAVATGTVLSGG- ND ED 
P4a KτG328SQIVNSEGTAINTLVSDGGYQHIR352τ 0,1 or 2 MS, ED 
P4b LτS323ANIKGSQIVNSEGTAINTLVSDGGY348τ 2 MS 
P5 RτV389LSDGYAR396τ ND ED 
P6 RτE406NVSNGGVSYNAM- ND ED 
P7 YτI427YSDGEATAAIVNTSGF443τ 1 MS 
P8a RτQ536YVYSGATATSTVGNNEGR554τ 0, 1 or 2 MS, ED 
P8b YτV538YSGATATSTVGNNEGREY556τ 1,2 MS 
P9 RτE555YVLSGGITDGTVLNSGGLQAVSSGGK581τ 4 MS, ED 
P10 KτA582SATVINEGGAQFVYDGGQVTGTNIK607τ 0 or 1 MS, ED 
Unglycosylated peptides 
 YτQ349HIRNGGIASGTIVNQSGY367τ - MS 
 RτG397TILNNSGR405τ - ED 
 KτA470IDAEVYSGGK480τ - ED 
 YτS485GGEVSGTQIF495τ - MS 
 RτL518NAFAGNVVGTILNQEGR535τ - MS, ED 
 KτD739NTGIMTYAGTLTQAQGVNK759τ - MS, ED 
 KτL824LLSATVNGSLVNNK837τ - MS, ED 
 KτN838NIILNPTK845τ - ED 
 
Table I: Glycosylation of peptides identified in AIDA-I. 
Glycosylated mature AIDA-I (corresponding to amino acids 50 to 847 in the pre-
proprotein) was processed by digestion with trypsin or chymotrypsin and the resulting 
peptides identified by MS or ED. In MS, glycosylation of a peptide was identified as an 
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excess of mass corresponding to a multiple of 192 Da (the mass of one heptose residue). In 
ED, glycosylated residues are identified when a signal corresponding to the modified 
residue is lacking or reduced during a degradation cycle. Two residues (S577, S578) 
showed only an 80% reduction in signal, suggesting that these residues were not modified 
in all peptides. The sequences of peptides P1, P3 and P6 could not be completely obtained 
by ED. Numbering corresponds to the position of the amino acids in the pre-proprotein. MS 
yielded the number of heptose molecules bound per peptide. However, except in one case 
(T154), MS did not permit to identify the modified residues. Using ED, the number of 
heptoses cannot be determined (not determined, ND) but several residues (S102, S111, 
S116, S242, S252, S334, S391, S409, S540, S546, S559, S570, S577, S578 and S583) were 
identified as modified.  
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Supporting information 
 
 
FIG. S1: Modification of a threonine residue in a peptide obtained by treatment of 
AIDA-I with chymotrypsin. A. CID spectrum of the doubly charged m/z 587 ion 
(molecular weight 1172 Da) corresponding to the sequence displayed. The highlighted 
fragment ions correspond to the C terminal part of the peptides with sequential cleavage of 
the peptide backbone with the residual charge residing on the N-terminal end of the peptide 
(b-ions). B. CID spectrum of the doubly charged m/z 683 ion (molecular weight 1364 Da) 
corresponding to the same sequence but for the presence of a heptose residue on the 
threonine. The same b ions at the C terminal part of the peptides are observed, but with the 
addition of new b8’, b9’ and b10’ ions which show a mass increment of 192 Da respective 
to A, proving that the heptose residue is located on the threonine. 
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Fig. S2: DegP and OmpT are not involved in the degradation of unglycosylated AIDA-
I. In order to assess the effect of the extracytoplasmic proteases DegP and OmpT on the 
levels of production of glycosylated and unglycosyalted AIDA-I, we compared the amounts 
of these proteins in the Escherichia coli K12 strains C600 (F -, thr-1, leuB6, thi-1, lacY1, 
supE44, rfbD1, fhuA21), UT5600 (F -, ara-14, leuB6, secA6, lacY1, proC14, tsx-67, 
Δ(ompT-fepC)266, entA403, trpE38, rfbD1, rpsL109, xyl-5, mtl-1, thi-1), MC4100 (F -, 
araD139, Δ(argF-lac)U169, rpsL150, relA1, flbB5301, deoC1, ptsF25, rbsR) and NS2 
(MC4100 ΔmalE444, degP41, recA1, srl::Tn10, a generous gift from Dr Jean-Michel 
Betton, Institut Pasteur, Paris). This panel of strains compares strains that can express DegP 
and OmpT (C600, MC4100) with a strain that can only express DegP (UT5600) and a 
strain that can only express OmpT (NS2). Overnight cultures from these strains harboring 
pTRC99A, pAngH (Aida, non-glycosylated AIDA-I) or pAngH and pAah (Aida/Aah, 
glycosylated AIDA-I) were grown at 30°C, and induced overnight with 10 μM of IPTG 
when they reached an O.D.600nm of 0.8. The bacterial cultures were normalized to the 
same O.D.600nm and equal amounts of cultures were centrifuged for 10 minutes at 12,000 
x g in microfuge tubes. The pellets were resuspended in PBS and diluted in twice 
concentrated SDS-PAGE loading buffer containing β-mercaptoethanol immediately before 
heating at 100oC for 10 minutes. The samples were then separated by SDS-PAGE on 10% 
acrylamide gels and the gels were transferred to polyvinylidene fluoride membranes. 
Immunodetection was performed with an anti-HisG HRP-coupled antibody. Immune 
complexes were revealed using a 3,3’,5,5’tetramethylbenzidine solution for membranes and 
showed mature AIDA-I and the proprotein (Pro.).  
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From this experiment it is apparent that the expression of unglycosylated or glycosylated 
AIDA-I is not improved in the absence of OmpT (compare MC4100 or C600 with 
UT5600). Higher amounts of glycosyated protein are found in the absence of DegP 
(compare MC4100 and NS2). The expression of unglycosylated protein is also slightly 
increased but remains barely detectable.  
 
Taken together, these results suggest that neither DegP nor OmpT are responsible for the 
degradation of unglycosylated AIDA-I.  
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Cet article correspond à la première caractérisation d’une glycosyltransférase ayant comme 
cible des protéines chez E. coli. Nous avons démontré que Aah était une enzyme 
cytoplasmique qui permet la glycosylation de AIDA-I indépendamment de son transport à 
travers la membrane interne. Une glycosylation cytoplasmique est rare chez les bactéries 
Gram négatif, avec un seul exemple existant dans la littérature au moment de la publication.  
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Abstract 
The Escherichia coli Adhesin Involved in Diffuse Adherence (AIDA-I) is an outer 
membrane autotransporter protein and one of the few glycosylated proteins found in 
Escherichia coli. O-glycosylation is mediated by the product of the aah gene, which codes 
for a heptosyltransferase that uses ADP-glycero-manno-heptose precursors from the LPS 
biosynthesis pathway. Little else is still known about Aah and the mechanism involved in 
the modification of AIDA-I. We observed that Aah is mainly found in an insoluble fraction 
and, by deletion of AIDA-I signal sequence or by blocking the sec-translocation machinery 
with sodium azide, we showed that glycosylation occurs in the cytoplasm of bacteria 
independently of secretion. Since AIDA-I harbors a N-terminal extension in its signal 
sequence, we wondered if glycosylation requires this unusual sequence. We observed that 
while deletion of the N-terminal extension affected the expression level of AIDA-I, the 
protein was still exported to the outer membrane and glycosylated. However, modification 
of a secreted protein in the cytoplasm raises several mechanistic questions. 
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Introduction 
The adhesin involved in diffuse adherence (AIDA-I) of Escherichia coli is an afimbrial 
adhesin that mediates diffuse adherence to epithelial cells. It was originally cloned from a 
strain isolated in a case of infantile diarrhea [3]. Since then, AIDA-I has mainly been found 
in association with pathogenic strains of E. coli causing edema disease and post weaning 
diarrhea in piglets, which represent major causes of economic losses in farms worldwide [6, 
33]. 
AIDA-I belongs to the monomeric autotransporter protein family of the type V secretion 
pathway, which includes an important number of proven and suspected virulence factors 
[15, 16]. A common feature of autotransporters is their modular organization. AIDA-I is 
synthesized from the aidA gene as a 145 kDa pre-proprotein with three domains (Fig. 1) 
[4]. First, a N-terminal sec-dependent signal sequence that allows transport across the inner 
membrane. Second, a central domain of 100 kDa, the mature AIDA-I, bearing the 
functional part of the protein. Lastly, a C-terminal membrane-embedded domain of 45 kDa, 
AIDAc, which is predicted to form a pore in the outer membrane and might serve as a 
translocation conduit for mature AIDA-I. Mature AIDA-I is cleaved from the proprotein 
but remains strongly associated with AIDAc at the bacterial surface [7].  
The aidA gene is associated with a second gene coding for a glycosyltransferase and named 
aah, for autotransporter adhesin heptosyltransferase [5]. Two other autotransporters 
homologous to AIDA-I, the Ag43 aggregation factor and the TibA invasin, can also be 
glycosylated [22, 23, 27]. Glycosylation can be performed by Aah or TibC, another 
glycosyltransferase homologous to Aah and associated with TibA. Aah and TibC do not 
appear to modify any other protein and AIDA-I, Ag43 and TibA have been proposed to 
form a subfamily of functionally and structurally related autotransporters called SAATs for 
Self-Associating AutoTransporters [20]. The Aah glycosyltransferase uses ADP-glycero-
manno-heptose precursors from the LPS biosynthesis pathway [5]. Heptose molecules can 
be found on at least 16 serine or threonine residues of mature AIDA-I and the glycosylation 
seems to be highly heterogeneous [8]. Eleven peptides in the extracellular part of Ag43 can 
also be heterogeneously glycosylated by Aah [27]. However, the mechanism of action of 
these glycosyltransferases is unknown. 
Most bacterial glycoproteins are membrane or secreted proteins and glycosylation usually 
occurs after the crossing of the inner membrane [30]. This is similar to the situation in 
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eukaryotes, where glycosylation takes place after crossing the endoplasmic reticulum 
membrane [9]. Consequently, most protein glycosyltransferases face an extracytoplasmic 
compartment. Where AIDA-I, Ag43 or TibA glycosylation occurs, however, is not known 
and the cellular localization of Aah or TibC has not been determined. 
Like several other proteins belonging to the type V secretion pathway, the AIDA-I, Ag43 
and TibA proteins possess an unusually long signal sequence that often exceeds 50 amino 
acids [11, 17]. This atypical length is the result of a N-terminal extension (Fig. 1), the 
sequence of which is conserved [11]. Several studies have been performed to determine the 
function of this unusual extension, but it remains controversial [10, 12, 18, 25]. In the case 
of AIDA-I, Ag43 and TibA, the extension could be important for coupling translocation 
across the inner membrane with glycosylation. Such a coupling has been extensively 
described for the eukaryotic oligosaccharyl transferases that mediate N-glycosylation of 
polypeptide during translocation into the endoplasmic reticulum [9]. Several instances also 
exist in bacteria: the coupling of proteins O-mannosylation to Sec-dependent secretion has 
been demonstrated in Mycobacterium tuberculosis [31], and coupling of secretion with 
glycosylation has been suggested in the biogenesis of the Fap1 adhesin of Streptococcus 
parasanguis [32]. Interestingly, the secretion and glycosylation of the GspB adhesin of 
Streptococcus gordonii is also coordinated and involves an unusually long signal sequence 
[2]. 
In this study, we wanted to determine the subcellular location where glycosylation of 
AIDA-I occurs and assess the possible role of the N-terminal extension of the signal 
sequence. To answer these questions, we constructed a deletion of the whole AIDA-I signal 
sequence or a deletion of its N-terminal extension, and we assessed the biogenesis and 
glycosylation of the mutant proteins. We observed that AIDA-I is glycosylated in the 
cytoplasm. The presence of the N-terminal extension influenced the levels of protein 
expression, but the extension was dispensable for the glycosylation process itself. 
 
Material and methods 
Bacterial strain and plasmids 
The Escherichia coli K12 strains C600 (F-, thr1, leuB6, thi1, lacY1, supE44, rfbD1, 
fhuA21), UT5600 (F-, ara14, leuB6, secA6, lacY1, proC14, tsx67, Δ(ompT-fepC)266, 
entA403, trpE38, rfbD1, rpsL109, xyl5, mtl1, thi1) and BL21 (F-, ompT, hsdS(rB-mB-), gal) 
were used in this study. Plasmids pAngH and pAah allowing the expression, respectively, 
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of AIDA-I and Aah, have been previously described [8]. The cloning procedure for pAngH 
results in a modification of the amino acid in position 2, replacing the asparagine by a 
glycine, and introduces a protein tag consisting of six histidine residues and a glycine 
(HisG) at the N terminus of the proprotein. Plasmid pAngH is derived from the pTRC99A 
vector (Pharmacia Biotech) and is compatible with pAah, a pACYC184-derived plasmid. In 
all constructs, protein expression is under the control of isopropyl-β-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) through the ptrc promoter. 
For deletion of the whole signal sequence (ΔSS) we amplified from plasmid pAngH the 
portion of the aidA gene downstream of the signal peptide, using the primers 5’-
TATACCATGGTAAATATTTCAGGCCATCATCATCAT-3’ and 5’-
TTATCTAGATTATCAGAAGCTGTATTTTATCC-3’, which introduced recognition sites 
for restriction enzymes NcoI and XbaI. The resulting fragment was cloned in the pTRC99a 
vector (Pharmacia Biotech), generating pAngHΔSS (Fig. 1). To introduce a deletion of the 
N-terminal extension (SSΔN), we used the Quick-Change II site-directed mutagenesis kit 
(Statagene) on plasmid pAngH, using the primers 5’-
GGAAACAGACCATGGGTAGAGGACATGGTTTTGTCC-3’ and its corresponding 
complementary oligonucleotide, thus generating pAngHSSΔN (Fig. 1). Lastly, to generate 
the pAahH plasmid, a six-histidines tag was introduced at the C-terminal end of Aah by 
site-directed mutagenesis of the pAah plasmid using the primers 5’- 
CATGACAGGATCATTCATCATCATCATCATCATTAAGGATCCTCTAG-3’ and its 
complementary oligonucleotide. 
 
Bacterial growth and induction conditions 
Bacteria containing the different plasmids were grown at 30°C on LB agar plates or in 
liquid LB medium containing 100 μg.ml-1 ampicillin and 50 μg.ml-1 chloramphenicol. 
Growth was followed by measuring turbidity as the optical density at 600 nm (OD600nm). At 
an OD600nm of 0.8, the cultures were induced with 10 μM IPTG, unless indicated otherwise. 
This low concentration of IPTG was used to limit the toxicity associated with 
overexpression of AIDA-I and/or Aah. In experiments with sodium azide, bacteria were 
induced with 50 μM of IPTG at an OD600nm of 0.4 and were grown in presence of 0.02% 
sodium azide for 90 minutes. 
 
Heat extraction 
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Heat extracts were obtained as previously described [7]. Briefly, overnight cultures from E. 
coli C600 bearing appropriate plasmids were normalized at the same OD600nm in 10 ml of 
LB broth. Bacteria were harvested and resuspended in 150 μl of 10 mM sodium phosphate 
buffer, pH 7. In order to release the mature AIDA-I, the samples were heated at 60oC for 20 
minutes. The treated samples were centrifuged for 5 minutes at 12,000 x g in microfuge 
tubes. A 10 μl aliquot from the supernatant was submitted to SDS-PAGE and stained with 
Coomassie blue, as described below.  
 
Whole cell extracts and cellular fractionation 
For whole cell extracts, overnight cultures were grown, normalized and centrifuged for 10 
minutes at 12,000 x g in microfuge tubes and the pellets were resuspended in 100 μl of 
Phosphate buffered saline (PBS). In all experiments comparing levels of protein expression, 
samples correspond to identical amounts of bacteria, normalized using OD600nm. Cellular 
fractionation was performed as previously described [26]. Briefly, bacterial cultures were 
normalized, harvested and resuspended in 950 ml of 10 mM Tris-HCl pH 8, 0.75 mM 
sucrose, 0.4 mg.ml-1 lysozyme and 10 mM EDTA pH 8. The resulting spheroplasts were 
collected, resuspended in Tris-Buffered Saline (TBS, 50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM 
NaCl) containing proteases inhibitor (Complete mini, Roche) and lysed using an ultrasonic 
processor. Cellular debris were removed by low speed centrifugation. The lysates were 
centrifuged for 1 hour in an ultracentrifuge at 250,000 x g. The pellets, containing insoluble 
fractions, were resuspended in TBS. The volumes of all fractions are normalized in order to 
correspond to an identical amount of initial bacterial culture. For differential solubilization, 
the insoluble fractions obtained above were resuspended in TBS containing 1% Triton X-
100, incubated for one hour and centrifuged for 1 h in an ultracentrifuge at 250,000 x g. 
The pellets were then resuspended in 8M urea, incubated for one hour and centrifuged 
again as before. For sedimentation over a sucrose gradient, the insoluble fractions were 
resuspended in 10 mM HEPES buffer and a 100-μl aliquot was layered on top of a tube 
filled with 350 μl of 65% sucrose, 300 μl of 42% sucrose and 250 μl of 24% sucrose. The 
sample was centrifuged for 4 h at 250,000 x g, and separated in 100-μl fractions.  
All samples were processed by SDS-PAGE and immunoblotting, as described below. To 
control the quality of our fractionation, immunoblotting was also performed to reveal the 
cytoplasmic protein GroEL and the periplasmic enzyme β-lactamase (data not shown). 
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SDS-PAGE, immunoblotting, glycan detection and N-terminal sequencing. 
Protein samples were diluted in twice-concentrated SDS-PAGE loading buffer containing 
β-mercaptoethanol, and denatured by heating at 100oC for 10 minutes. The samples were 
then separated by SDS-PAGE on 10% acrylamide gels. The gels were either stained with 
Coomassie blue or transferred to polyvinylidene fluoride membranes (Millipore). 
Immunodetection was performed with a serum raised against the glycosylated heat-
extracted mature AIDA-I, diluted 1:10,000 in blocking buffer (5% skim milk, 50 mM Tris-
HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Triton X-100). A goat anti-rabbit horseradish 
peroxidase (HRP) conjugated antibody (Sigma) was used as a secondary antibody, 
according to the instructions of the manufacturer. Alternatively, an anti-HisG HRP-coupled 
antibody (Invitrogen) diluted 1:5,000 in blocking buffer was used for the detection of 
proteins containing the HisG tag. As controls during subcellular fractionation, antibodies 
against GroEL protein (Sigma) or against b-lactamase (Chemicon international) were also 
used. Immune complexes were revealed using a 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine solution for 
membranes (Sigma). The detection of glycosylation was accomplished using the 
digoxigenin-hydrazine labeling glycan detection kit (DIG, Roche), according to the 
instructions of the manufacturer. N-terminal degradation was performed at the 
Biotechnology Research Institute (Montréal, Québec, Canada). 
 
RNA isolation and real time PCR 
Strains were grown to stationary phase overnight and then subcultured 1:100, induced with 
10 μM IPTG after 75 minutes and grown until their reached an OD600nm of 0.6. RNA was 
extracted using the RiboPure-Bacteria kit (Ambion), according to the instructions of the 
manufacturer. Quantifications were performed using the QuantiTech SYBR green RT-PCR 
kit (Qiagen) and a Smart Cycler II (Cepheid) with 500 ng of RNA. Thermal cycling 
conditions consisted of an initial step at 50oC for 30 minutes, an initial PCR activation step 
at 95oC for 15 minutes, following by 40 cycles of denaturation (94oC, 15 seconds), 
annealing (55oC, 20 seconds) and extension (72oC, 30 seconds). The sequences of the 
primers used are: rpoD-F: 5’-TCGATACCGAAACGCATACGCAGA-3’, rpoD-R: 5’-
ACGCCGATCGGTGATGATGAAGAT-3’, for the rpoD control gene, and for the aidA 
gene aidA-F: 5’-TCTTCCGGAGGAATTGTGTCAGAGA-3’ and aidA-R: 5’-
GGATGCAATGCCACCGTTTCTGAT-3’. To calculate the fold changes in mRNA 
amounts, the average cycle threshold (Ct) for the control gene (rpoD) was subtracted from 
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the average Ct for the experimental gene (aidA), resulting in the ΔCt. ΔCt obtained in two 
different backgrounds were then subtracted to obtain the ΔΔCt and fold changes are 
calculated as 2- ΔΔCt. The results are the average of three different RNA extraction and 
quantification experiments. 
 
Results and discussion 
Subcellular location of the Aah glycosyltransferase  
The SignalP 3.0 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/, [1]) fails to identify a 
signal sequence in the Aah or TibC glycosyltransferases. The PSORTb 2.0 server 
(http://www.psort.org/, [13]) also fails to predict a subcellular location for these proteins, 
and this question has not been experimentally addressed. As shown in Fig. 2A, when 
comparing the insoluble fractions of bacteria harboring an empty vector or a plasmid 
allowing the expression of Aah, an additional protein band with an approximate molecular 
weight of 40 kDa appears in the strain expressing Aah. The N-terminal sequencing of this 
protein revealed the sequence MEFTFLSPP, confirming that it is Aah. Only a faint amount 
of Aah could be seen in the cytoplasm. The localization of Aah in the insoluble pellet is not 
affected by the presence of AIDA-I (data not shown).  
This result suggests that Aah is localized in the inner membrane. Alternatively, this 
localization could be the result of our expression system, which causes a significant 
overexpression and, possibly, aggregation. To ascertain the localization of Aah, we 
performed another fractionation where we sequentially used Triton X-100 and Urea to treat 
the insoluble fraction, as previously described [24]. We used a construct where a 6-
histidines tag was inserted at the C terminus of the protein, in order to reveal the protein 
through immunoblotting. As show in Fig. 2B, a substantial amount of Aah was found in the 
cytoplasm. The insoluble material was recovered in almost equal parts in the three fractions 
recovered during the Triton and Urea treatments: the Triton-soluble fraction, which 
corresponds to protein associated with the inner membrane, the Triton-insoluble and Urea-
soluble fraction, corresponding to aggregated protein, and the Triton- and Urea-insoluble 
fraction, corresponding to outer membrane proteins. It is unlikely that Aah is really located 
to the outer membrane, since it does not bear signal sequence. Therefore the Aah recovered 
in this last fraction is most likely membrane-associated protein that resisted solubilization 
with Triton X-100 or aggregated protein. The glycosyltransferases that modify LPS, to 
which Aah is highly homologous, are known to be inner membrane proteins that are poorly 
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solubilized by Triton X-100 and tend to aggregate [19]. Centrifugation on an isopycnic 
sucrose density gradient of the insoluble material from whole cell lysates agreed well with 
those results and showed that about one third of Aah is associated with the inner membrane, 
and two thirds with particles of higher densities that pelleted at the bottom of the tube (data 
not shown). Taken together, our results therefore suggest that Aah is found in equilibrium 
between the cytoplasm and the inner membrane, with some material in found in aggregates, 
most likely because of the overexpression of the protein. 
 
Construction of a mutant of AIDA-I lacking its signal sequence 
To test if AIDA-I could be glycosylated in the cytoplasm, we expressed AIDA-I without its 
signal sequence in the E. coli strain C600 by deleting amino acids Gly2 to Ala49 (ΔSS, Fig. 
1), and we co-expressed Aah.  
We probed whole cell extracts with antibodies against the HisG tag or against mature 
AIDA-I. As shown in Fig.3A, the ΔSS protein is expressed, but at a lower level than the 
wild-type protein. Quantification of aidA mRNA by quantitative reverse transcription 
polymerase chain reaction (qRT-PCR) indicated that the transcript level for the ΔSS mutant 
was 2.2-fold lower than for wild-type AIDA-I. This decrease in transcription is most likely 
not significant enough to account for the reduction in protein levels observed in Fig. 3A. 
We expressed the ΔSS mutant in the E. coli strain BL21, which lacks the cytoplasmic 
protease Lon and the outer membrane proteases OmpT and OmpP, or in the E. coli strain 
UT5600, which lacks only OmpT and OmpP. As shown in Fig. 3A, the expression levels of 
the wild-type and ΔSS proteins in the BL21 strain were augmented and indistinguishable, 
whereas the expression levels of both proteins in UT5600 were similar to those in the C600 
strain. This observation suggests that the difference in expression levels between the wild-
type and ΔSS proteins is due to degradation by the cytoplasmic Lon protease. This is not 
surprising, since the AIDA-I protein without the signal sequence should accumulate in the 
cytoplasm and should therefore be more susceptible to degradation by cytoplasmic 
proteases. Cellular fractionation was performed to confirm the location of the ΔSS mutant 
and, as shown in Fig. 3B, the ΔSS protein is indeed found in the cytoplasm, along with a 
lesser amount recovered in the membrane fraction.  
 
Cytoplasmic glycosylation of AIDA-I  
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We used a digoxigenin-hydrazine labeling kit to detect glycan and assess the glycosylation 
state of the ΔSS protein. As shown in Fig. 4A, the ΔSS protein is glycosylated. This result 
is in agreement with the observed molecular weight of approximately 100 kDa for the ΔSS 
mature protein (Fig. 3A), which correspond to the glycosylated form of the mature protein 
whereas the unglycosylated form has a molecular weight of approximately 80 kDa [5, 8]. It 
is also consistent with the fact that the ΔSS protein is recognized by antibodies directed 
against glycosylated mature AIDA-I (Fig. 3A) because we, and others, observed that these 
antibodies can only recognize the glycosylated form of the protein [5, 8]. 
These observations show that AIDA-I can be glycosylated in the cytoplasm. To confirm 
this result with a wild-type protein, bacteria expressing wild-type AIDA-I were grown in 
the presence of sodium azide in order to block Sec-dependent protein translocation. In those 
conditions, we observed an accumulation of the glycosylated pre-proprotein and proprotein, 
as detected with the antibodies raised against glycosylated mature AIDA-I (Fig. 4B). Taken 
together, these results suggest that the polypeptide can be synthesized and glycosylated in 
the cytoplasm without requirement for export across the inner membrane. 
Since the ΔSS protein is glycosylated, it can interact with Aah. It is therefore tempting to 
speculate that the amount of ΔSS protein recovered in the membrane fraction, as seen in 
Fig. 3B, is due to a fraction of the protein remaining in association with the Aah 
glycosyltransferase at the membrane. 
We also noted the presence of both proprotein and mature AIDA-I in whole cell extracts for 
the ΔSS construct (Fig. 3A and Fig. 4C). This shows that the protein blocked in the 
cytoplasm can undergo proteolytic cleavage, despite the fact that this step is normally 
occurring after outer membrane translocation [28]. AIDA-I is cleaved by a unique 
mechanism among autotransporter, since the cleavage site is found in the extracellular 
domain of the protein and the protein is thought to cleave itself autocatalytically but does 
not bear any recognizable catalytic site [7, 28]. The fact that cleavage can occur in the 
cytoplasm, an abnormal location, is in agreement with the hypothesis that cleavage is 
autocatalytic [7, 28]. Proteolytic processing of the ΔSS protein requires glycosylation, since 
the unglycosylated ΔSS protein is not processed (Fig. 4C). We have previously shown that 
glycosylation is required for the normal conformation of the protein [8]. The cytoplasmic 
unglycosylated ΔSS protein might be in a conformation incompatible with the processing, 
which is again in agreement with the idea that cleavage is autocatalytic. 
 
  
175
The N-terminal signal sequence extension is not essential for glycosylation. 
As explained above, all known autotransporters that are glycosylated possess a N-terminal 
signal sequence extension. This observation raises the possibility that this unusual signal 
sequence may be important for glycosylation. To test this hypothesis, we generated another 
signal sequence mutant of AIDA-I, SSΔN, corresponding to a deletion of amino acids Lys3 
to Leu22 (Fig. 1). The resulting protein possesses a typical signal sequence of 29 amino 
acids with the usual N, H and C domains.  
Whole cell extracts of bacteria expressing wild-type AIDA-I, SSΔN, or bearing a control 
empty vector were probed with antibodies against HisG tag or mature AIDA-I. As shown in 
Fig. 5A, the expression level of SSΔN protein is considerably lower than for the wild-type 
protein.  Previous studies have shown that the mature AIDA-I remains associated with the 
outer membrane by non-covalent interaction and can be released by treatment at 60oC [4]. 
As shown in Fig. 5B, the reduced amounts of SSΔN protein can be heat-extracted and is 
therefore correctly located at the cell surface. A subcellular fractionation was also 
performed and confirmed that the low level of SSΔN protein observed is located entirely in 
a membrane fraction (data not shown). We used a digoxigenin-hydrazine labeling kit to 
detect glycan and, as shown in Fig. 5C, the heat-extracted SSΔN protein is glycosylated. 
This result shows that the N-terminal extension of the signal sequence is not essential for 
glycosylation. 
The SSΔN protein is produced in significantly less amount than the wild-type protein. The 
amount of transcripts coding for SSΔN, measured by qRT-PCR, is 5-fold lower than the 
amount of transcript coding for wild-type AIDA-I and can only partially explain the 
important difference in protein levels between SSΔN and wild-type AIDA-I. This 
difference could be due to additional effects of the deletion of the extension on translation. 
For instance, the truncation of the N-terminal extension of the unusually long signal 
sequence of Bordetella pertussis filamentous hemagglutinin results in a dramatic reduction 
in the rate of protein synthesis, as measured by radioactive labeling [21]. Alternatively, the 
extension might be involved in a later step of the biogenesis, such as the targeting to the 
Sec translocon and/or the kinetics of periplasmic release and folding, as was previously 
suggested [12, 18, 25, 29]. 
 
In conclusion, our results show that the SAATs-specific heptosyltransferase Aah is a 
membrane-associated protein able to glycosylate AIDA-I in the bacterial cytoplasm, 
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independently of the export of the latter through the Sec translocon. Additionally, we have 
shown that the unusual N-terminal extension of the Sec-dependent signal sequence of 
AIDA-I is not essential for glycosylation. Cytoplasmic glycosylation of AIDA-I was 
postulated before [5], but not proven. Cytoplasmic glycosylation of bacterial protein is rare 
in Gram-negative bacteria. Interestingly, the other instance concerns the HMW1 adhesin of 
Haemophilus influenzae, which is also secreted by the type V pathway [14]. HMW1 is 
specifically modified by HMW1C and the resulting glycan structure contains galactose, 
glucose and mannose. As with Aah and TibC, however, the mechanism by which HMW1C 
mediate glycosylation remains unknown. 
The association of Aah with membranes was not hypothesized previously. It is not 
unexpected, however, because Aah shares homologies with the E. coli LPS 
heptosyltransferases, proteins which are known to be associated with the inner membrane 
and face the cytoplasm [19]. 
Our results suggest that proteins glycosylated in the cytoplasm can then be secreted. This 
raises several important issues. The modification could for instance interfere with Sec-
dependent translocation and therefore require specific accessory proteins. The requirement 
for such accessory proteins has indeed been observed for the secretion of the 
cytoplasmically glycosylated GspB adhesin of S. gordonii [2]. Cytoplasmic glycosylation 
of a secreted polypeptide also implies a coordination between translation, glycosylation and 
secretion. It is worth noting that we do not know if glycosylation occurs co- or post-
translationally. Lastly, the cytoplasmic glycosylation suggests that the substrate of Aah is 
an unfolded polypeptide. The specificity of Aah is then mysterious since a consensus 
sequence for the modification it performs has not been identified [8, 27]. These questions 
warrant further studies of the unique unusual mechanism of action of the Aah protein 
glycosyltransferase. 
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Figures legends 
Fig. 1: Schematic representation of the signal sequence mutants of AIDA-I. The three 
domains of the AIDA-I autotransporter are shown: the N-terminal signal sequence (SS), the 
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central domain (Mature AIDA-I) and the C-terminal domain (AIDAc). The black box 
represents the location of a HisG tag at the N-terminus of the proprotein. The sequence of 
the 49 amino acids signal peptide is shown, with its N-terminal extension, basic N domain, 
hydrophobic H domain and C-terminal domain. The sequences of the deletion mutants are 
given. 
 
Fig. 2: Subcellular location of the Aah glycosyltranferase. A. Periplasmic (PER), 
cytoplasmic (CYT) and insoluble (INS) fractions of a subcellular fractionation of cultures 
of E. coli strain BL21 bearing the empty vector or the pAah plasmid were separated by 
SDS-PAGE and stained with Coomassie blue. The black arrowhead represents the Aah 
protein, as confirmed by N-terminal sequencing. B. A culture of BL21 bearing pAahH, a 
plasmid allowing the expression of His-tagged Aah, was fractionated similarly but the 
insoluble material was then treated sequentially with 1% Triton X-100 and 8M Urea. Thus, 
the following fractions were collected and probed with an antibody against the His-tag: 
periplasm (PER), cytoplasm (CYT), Triton X-100 soluble (TS), Triton X-100 insoluble-urea 
soluble (US) and Triton X-100/urea insoluble (TI/UI). 
 
Fig. 3: Expression and location of the ΔSS mutant of AIDA-I. A. Whole cell extracts 
were obtained from overnight cultures of E. coli C600, BL21 or UT5600 harboring an 
empty vector (-), plasmids pAngH and pAah (WT) or pAngHΔSS and pAah (ΔSS). 
Proteins separated by SDS-PAGE were probed by immunoblotting with antibodies directed 
against mature AIDA-I or with an antibody directed against the HisG tag. This allows 
detection of the proprotein (Pro., 145 kDa) and mature AIDA-I (100 kDa). B. Subcellular 
fractionation of cultures of C600 bearing the same plasmids. The following fractions were 
collected and probed with an antibody against the HisG tag: cytoplasm (CYT), total 
membranes (M) and periplasm (PER). 
 
Fig. 4: Cytoplasmic glycosylation of AIDA-I. A. Detection of glycosylation, using 
digoxigenin-hydrazine glycan labeling, in whole cell extracts of E. coli BL21 cultures 
harboring empty vector (-), plasmids pAngH and pAah (WT) or pAngHΔSS and pAah 
(ΔSS). B. Cultures of E. coli C600 harboring plasmids pAngH and pAah (WT) were grown 
in presence or absence of sodium azide 0.02% (NaN3). Proteins from whole cell extracts 
were separated and probed with antibodies directed against mature AIDA-I, which only 
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recognizes the glycosylated protein [8]. In these conditions the pre-proprotein (Pre.) is 
visible. C. Proteins from whole cell extracts of overnight cultures of E. coli BL21 harboring 
plasmids pAngH (WT) or pAngHΔSS (ΔSS), with or without plasmid pAah, were probed 
with an antibody against the HisG tag. 
 
Fig. 5: The signal sequence N-terminal extension is not essential for glycosylation. A. 
Whole cell extracts were obtained from overnight cultures of E. coli C600 harboring an 
empty vector (-), plasmids pAngH and pAah (WT) or pAngHSSΔN and pAah (SSΔN). 
Proteins separated by SDS-PAGE were probed by immunoblotting with an antiserum 
against the HisG tag or with an antibody against mature AIDA-I. B.  Heat extracts of these 
cultures were separated by SDS-PAGE and stained with Coomassie blue. C. Detection of 
glycosylation, using digoxigenin-hydrazine glycan labeling, in the heat-extracts. 
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Abstract 
The cleavage of the autotransporter adhesin involved in diffuse adherence (AIDA-I) 
of Escherichia coli yields a membrane-embedded fragment, AIDAc, and an extracellular 
fragment, the mature AIDA-I adhesin. The latter remains noncovalently associated with 
AIDAc, but can be released by heat treatment. In this study, we determined the mechanism 
of AIDA-I cleavage. We showed that AIDA-I processing is an auto-catalytic event by 
monitoring the in vitro cleavage of an uncleaved mutant protein isolated from inclusion 
bodies. Furthermore, by following changes in far UV CD spectra and protease resistance of 
the renaturated protein, we showed that the cleavage of the protein is correlated with 
folding. By site-directed deletions, we showed that the catalytic activity of the protein lies 
in a region encompassing amino acids between A667 and T953, which includes the 
conserved junction domain of some autotransporter. With site-directed point mutations, we 
also found that D878 and E897 are involved in the processing of AIDA-I and that mutation 
preserving the acidic side chain of D878 was tolerated, giving evidence that this carboxylic 
acid group is directly involved in catalysis. Lastly, we confirmed that cleavage of AIDA-I 
is intramolecular. Our results unveil a new mechanism of auto-processing in the 
autotransporter family. 
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Introduction 
Monomeric autotransporters, secreted by the type Va secretion pathway, constitute one of 
the largest family of secreted proteins in Gram-negative bacteria (1). Various virulence 
attributes have been associated with most autotransporters, such as adhesion or invasion, 
self-association, biofilm formation, serum resistance, cytotoxic activity, to name only a few 
(2,3). Autotransporters are synthesized as pre-proproteins with modular organization. An 
N-terminal sec-dependent signal sequence permits the secretion of the protein across the 
inner membrane (4). A C-terminal membrane-embedded domain promotes secretion of 
parts of the protein across the outer membrane and is composed of a β-barrel and a α-helix 
spanning its lumen (5,6). The central domain of the protein is thus extracellular and bears 
its functional part. In some cases, the extracellular part of the protein is cleaved and 
remains associated with the outer membrane or is secreted in the extracellular milieu. Just 
before the membrane-embedded domain, a functional subdomain of approximately 100 
amino acids is sometimes present in the extracellular domain and has been called the 
junction region (also named autochaperone domain or stable core) (7-9). This region is 
essential for stabilizing the β-barrel and/or to promote folding of the extracellular domain 
(7-9).  
The adhesin involved in diffuse adherence (AIDA-I) is one monomeric 
autotransporter that has been extensively studied. AIDA-I was originally identified as a 
plasmid-encoded protein from a diffusely adhering Escherichia coli strain isolated in a case 
of infantile diarrhea (10). This adhesin was then shown to play a role in neonatal and 
postweaning diarrheal diseases in piglets, both of which cause major economic losses in 
farms worldwide (11-13). Besides its role as an adhesin, AIDA-I has been shown to 
mediate self-association and biofilm formation (14) as well as invasion of epithelial cells 
(15). Additionally, this protein undergoes a modification that is rare in bacteria, as it is O-
glycosylated by the specific cytoplasmic protein autotransporter adhesin 
heptosyltransferase (Aah) (16,17). AIDA-I has been proposed to be a member of a new 
group of autotransporter called self-associating autotransporters (SAATs), which includes 
the Ag43 aggregation factor and the TibA invasin (18).   
After secretion at the cell surface, the extracellular domain of the protein, called 
mature AIDA-I, is cleaved from the C-terminal domain, called AIDAc, which encompasses 
the β-barrel, the α-helix and the junction region (19,20). Mature AIDA-I, however, remains 
strongly associated with AIDAc (15). The processing of AIDA-I is essential neither for the 
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multiple functions of the protein, nor for its stability (15). Questions remain about the 
mechanism involved in this cleavage. In a few autotransporters, the cleavage reaction 
involves an exogenous protease. IcsA for instance, an autotransporter of Shigella Flexneri, 
is cleaved by a dedicated outer membrane protease called IcsP, which is related to the 
OmpT protease found in E. coli (21). Similarly, the Neisseria meningitidis serine protease 
NalP is specifically responsible for the partial processing of various autotransporters 
including the IgA protease (22), App (22), AusI (23) and MspA (24). In contrast, the 
cleavage of AIDA-I is not mediated by the known E. coli periplasmic or outer membrane 
proteases (DegP, OmpT or OmpP), and it occurs in E. coli as well as in Shigella or 
Salmonella strains (19). Based on those observations, this processing has been suggested to 
be an autocatalytic event, even though no protease catalytic site can be identified in the 
protein. 
Two types of autocatalytic processing mechanisms have been described in other 
autotransporters. The Hap autotransporter of Haemophilus influenzae (25), the SphB1 
protein of Bordetella pertussis (26) and the NalP (22), App (27) and IgA proteases of N. 
meningitidis (28) are cleaving themselves by an endogenous serine protease domain. More 
recently, it was shown that the serine protease autotransporters of Enterobacteriaceae 
(SPATE) family are cleaving themselves in the α-helix located in the lumen of the 
membrane-embedded domain by a catalytic reaction that involves an aspartate and a 
conserved asparagine (6,29). The same autocatalytic reaction has been shown for two 
distantly related B. pertussis autotransporters, pertactin and BrkA (29). However, none of 
these mechanisms can be hypothesized for AIDA-I cleavage: AIDA-I possesses neither a 
serine protease domain like Hap, nor the asparagine residue required for the SPATE 
cleavage. In addition, the AIDA-I cleavage site is not located in the α-helix. Thus, the 
mechanism of AIDA-I processing must be different and remains unknown. 
The mechanisms by which a diversity of other autotransporters are cleaved also 
remain unknown. This is for instance the case of the E. coli Ag43 SAAT (30), the 
Helicobacter pylori VacA cytotoxin (31), the Chlamydia pneumonia polymorphic 
membrane proteins (32), the Ssp proteins of Serratia marcescens (33) as well as the 
cohemolysin Cfa (34) and the Arp immunogenic protein of Bartonella Henselae (35). 
In this study, we determined the mechanism of AIDA-I cleavage. We first showed 
that a truncated mutant of AIDA-I can refold in vitro and undergo self-cleavage, providing 
definite proof for the autocatalytic mechanism. By constructing site-directed deletions and 
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point mutations, we then showed that the catalytic domain lies in the region encompassing 
the amino acids between A667 and T953, and we identified two residues in the junction 
region, D878 and E897, that are essential for processing. Lastly, we confirmed that the 
mechanism of proteolysis for AIDA-I is intramolecular. This is the first report of this type 
of autocatalytic activity.  
  
Experimental procedures 
Bacterial strains and plasmids. The Escherichia coli K12 strains C600 (obtained from 
New England Biolabs, genotype: F-, thr1, leuB6, thi1, lacY1, supE44, rfbD1, fhuA21) and 
BL21 (obtained from Stratagene, genotype: F-, ompT, hsdS(rB-mB-), gal) were used in this 
study. Plasmid pAgH has been described before and allows expression of Aah, and of 
AIDA-I tagged at the N-terminus of the proprotein with six histidine amino acids and a 
glycine (HisG) (15). All point mutations in the pAgH plasmids were introduced by 
oligonucleotide-directed mutagenesis with the QuickChange II site-directed mutagenesis kit 
(Stratagene) using the primers listed in Table 1 and their corresponding complementary 
oligonucleotides. The pAngH (allowing expression of AIDA-I without Aah) pAngHΔSS 
(deletion of amino acids 1 to 49), pAngHΔN (deletion of amino acids 54 to 225) and 
pAngHΔC2 (deletion of amino acids 224 to 667) plasmids were described elsewhere 
(36,37). The Δαβ deletion (deletion of amino acids 953 to 1286) was introduced into 
pAngHΔSS also by site-directed mutagenesis using primers listed in Table 1, generating 
the pAngHΔSSΔαβ plasmid. For glycosylation, we used plasmid pAah, a derivative of 
pACYC-184 described elsewhere (17). Plasmid pACYC-AgH was obtained by sub-cloning 
in the pAah vector the DNA fragments from pAgH generated by restriction enzymes XbaI 
and BrsGI.  
 
Functional assays. The functionality of the uncleaved mutant pAgHD878N was 
determined by the functional assays for adhesion, autoaggregation and biofilm formation, 
as previously described (15). 
 
Bacteria growth and induction conditions. Bacteria containing the different plasmids 
were grown on Luria-Bertani (LB) agar plates or in LB broth containing 100 μg.ml-1 
ampicillin and, when required, 50 μg.ml-1 chloramphenicol. Bacterial cultures were grown 
at 30oC and induced with 10 μM isopropyl-β-thiogalactopyranoside (IPTG) when their 
  
193
reached an optical density at 600 nm (OD600nm) of 0.8, unless indicated otherwise. This low 
concentration of IPTG was used to limit the toxicity associated with overexpression of 
AIDA-I. To produce inclusion bodies, bacteria were grown at 37oC until an OD600nm of 0.8 
and induced overnight with 1mM IPTG. 
 
SDS-PAGE and immunoblotting. Protein samples were diluted in twice-concentrated 
SDS-PAGE loading buffer containing β-mercaptoethanol, and denatured by heating at 
100oC for 10 minutes. The samples were then separated by SDS-PAGE on 10% acrylamide 
gels. The gels were either stained with Coomassie blue or transferred to polyvinylidene 
fluoride membranes (Millipore). Immunodetection was performed with anti-His antibodies 
(Applied biological materials) diluted 1:10,000 in blocking buffer (5% skim milk, 50 mM 
Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Triton X-100). A rabbit anti-mouse horseradish 
peroxidase-conjugated antibody (Sigma) was used as a secondary antibody according to the 
instructions of the manufacturer. Immune complexes were revealed using a 3,3’,5,5’-
Tetramethylbenzidine solution for membranes (Sigma).  
 
Whole cell extracts. Overnight cultures were grown, normalized and centrifuged for 15 
minutes at 12,000 x g in microfuge tubes and the pellets were resuspended in 100 μl of 
Phosphate-Buffered Saline (PBS). All samples were processed by SDS-PAGE and 
immunoblotting, as described above. 
 
Analysis of the intra- or intermolecular nature of AIDA-I processing. Overnight 
cultures of E. coli C600 harboring plasmid pTRC99a, pAgH or pAgHD878N were 
normalized at the same OD600nm and co-incubated for 30 minutes at 30oC. The samples 
were pelleted and whole-cell extracts were obtained as described above. Alternatively, 
whole cell extracts of overnight cultures E. coli C600 harboring plasmids 
pTRC99a/PACYC184, pACYC-AgH, pAgHD878N or pACYC-AgH and pAgHD878N 
simultaneously, were prepared as described above. For the in vitro experiment, native 
AIDA-I proteins (wild-type and D878N mutant) were purified as described below. Pure 
proteins were incubated separately or together for 30 minutes at room temperature 
or for 2 hours at 4oC, resolved by SDS-PAGE and the gels stained with Coomassie blue. 
 
Purification of native AIDA-I. The purification was performed as described previously 
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(15). Briefly, one liter of overnight cultures of C600 harboring plasmids pAgH or 
pAgHD878N were grown until an OD600nm of 0.8 and induced with 10 μM of IPTG. 
Bacteria were harvested and resuspended in 50 ml of Tris-Buffered Saline (TBS: 50 mM 
Tris-HCl pH 8, 150 mM NaCl) containing lysozyme (0.4 mg.ml-1 final concentration) and 
EDTA pH8 (10 mM final concentration) and lysed with French press and an ultrasonic 
processor. Cellular debris were removed by low speed centrifugation. The lysate was 
centrifuged for 1 hour in an ultracentrifuge at 250,000 × g. The membranes were 
resuspended in TBS containing 1% Triton X-100, incubated for 1 hour at room 
temperature, and centrifuged again. The solubilized membranes contained the histidine-
tagged native AIDA-I. The proteins were purified using an ÄKTA purifier system with a 1-
ml His Trap HP column (Amersham biosciences), according to the instructions of the 
manufacturer. The purity of the purified proteins was confirmed by SDS-PAGE and 
staining with Coomassie blue.  
 
Purification of inclusion bodies and refolding. – One liter of E. coli BL21 harboring 
plasmid pAngHΔSSΔαβ or pAngHΔSSΔαβD878N and plasmid pAah were grown at 37oC 
until an OD600nm of 0.8 and induced overnight with 1 mM IPTG to allow formation of 
inclusion bodies. Bacteria were harvested and resuspended in 50 ml of TBS containing a 
proteases inhibitor cocktail (Complete EDTA-free, Roche) and lysed with French press and 
an ultrasonic processor. Cellular debris were removed by low speed centrifugation. 
Inclusion bodies were collected by a centrifugation at 4,000 x g for 75 minutes. The pellets 
were resuspended in 30 ml of denaturing buffer (0.1 M Tris-HCl pH8, 6 M guanidinium 
hydrochloride) and centrifuged again at 16,000 x g for 1 hour to remove any debris. 
Denaturated proteins were purified using an ÄKTA purifier system with a 1-ml His Trap 
HP column, as above.  
Renaturation of the proteins was performed by a progressive replacement of the denaturing 
buffer with the renaturation buffer (TBS pH8, 0.1 % Triton X-100, 100 μM 
phenylmethanesulphonyl fluoride (PMSF) and Complete EDTA-free proteases inhibitor 
cocktail) on a 1-ml His trap HP column for 2 hours. The proteins were then kept at 4oC for 
renaturation to proceed.  
Alternatively, to study the effect of pH on the in vitro folding of AIDA-I, renaturation was 
performed by a progressive replacement of the denaturating agent by a buffer containing 2 
mM Tris-HCl pH8, 150 mM NaCl, 0.1 % Triton X-100, 100 μM PMSF and Complete 
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EDTA-free proteases inhibitor cocktail on a 1-ml His trap HP column for 2 hours. An equal 
amount of protein was diluted to a final concentration of 250 μg/ml in buffers with different 
pH value supplemented with 150 mM NaCl, 0.1% Triton X-100, 100 μM PMSF and 
Complete EDTA-free (50 mM sodium citrate, pH4 and pH6; 50 mM Tris-HCl, pH8; 50 
mM sodium carbonate, pH10) and left at 4oC. For the pH shift experiment, Tris base 1M 
pH13 was used to adjust the pH4 buffer to pH8.  
For mass spectrometry experiment, the proteins (native or refolded in vitro) were reduced 
prior to in gel digestion with trypsin. Tryptic peptides were separated with a SB-C18 
ZORBAX 300 reverse-phase column and mass spectra were recorded on a hybrid linear ion 
trap-triple quadripole mass spectrometer (Q-Trap; AB Applied Biosystems) equipped with 
a nanoelectrospray ionization source (F. Lépine, IAF-INRS, Laval, Canada). 
 
Limited proteolytic digestion. Pure native proteins (wild-type or D878N mutant) were 
incubated on ice for 30 minutes in the presence of different concentrations of trypsin, 
varying between 167 and 1 μg.ml-1 (final concentration). Alternatively, the renatured 
proteins were incubated on ice for 30 minutes in the presence or absence of trypsin at a 
final concentration of 37 μg.ml-1. Proteolysis was stopped by boiling samples for 10 
minutes in SDS-PAGE loading buffer. All samples were processed by SDS-PAGE and 
Coomassie blue staining, as described above. 
 
Far-UV CD spectroscopy. Far-UV circular dichroism (CD) spectra were recorded in a 0.1-
cm-pathlength cuvette between 205 and 260 nm, using a spectropolarimeter (model J-810; 
Jasco spectroscopic Co. Ltd.). For each spectrum, fifteen accumulations were averaged. 
Thermal denaturation was followed by monitoring the ellipticity at 218 nm with the 
temperature varying between 25°C and 80°C at a rate of 5°C per min. Proteins 
concentration for all CD experiments was 190 μg.ml-1 in TBS containing 0.1% Triton X-
100. Ellipticities were converted to mean residual ellipticities.  
 
Structure prediction and alignment. The three-dimensional structural model of the 
junction region and the cleavage site of AIDA-I (amino acids I807-L956) was constructed 
using the Phyre program (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre/) (38) and is based on the 
known crystal structure of B. pertussis pertactin (39). Cartoon representation was generated 
using the PyMol software (Delano scientific LLC). Sequence alignment was performed 
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using the BLOSUM 62 matrix, with the Geneious Pro 4.0.2 software (Biomatters Ltd.). 
 
Results 
A purified mutant of AIDA-I undergoes self-cleavage in vitro. As AIDA-I cleavage is 
thought to be autocatalytic, we decided to purify the unfolded glycosylated proprotein and 
monitor the in vitro folding and apparition of cleavage. To achieve this goal, we first used a 
previously described variant of AIDA-I without signal sequence that remains confined in 
the cytoplasm (36). This mutant was co-expressed with the glycosyltransferase Aah, as 
glycosylation is important to ensure the normal conformation of the protein (17). At high 
level of induction with IPTG, the AIDA-I proprotein forms inclusion bodies (data not 
shown). The inclusion bodies can be solubilized with 6 M guanidinium hydrochloride 
(GnHCl) and the uncleaved form of the protein can be purified by affinity chromatography 
with the help of an N-terminal 6 histidines tag. We were, however, unable to refold this 
protein, even when we tried a broad spectrum of buffers and conditions (data not shown). 
We hypothesized that the presence of the β-barrel is incompatible with correct folding of 
the entire protein in vitro. To solve this problem, we used a mutant of the signal sequence-
less version of AIDA-I, which we called AIDA-I* and lacks the α-helix and the β-barrel but 
can still be cleaved (Fig.1A). 
The uncleaved AIDA-I* protein was solubilized from inclusion bodies in 6 M GnHCl and 
purified (data not shown). Renaturation was performed by exchanging GnHCl with a 
renaturation buffer on a 1-ml His trap HP column for 2 hours. Cysteine and serine protease 
inhibitors were added to the renaturation buffer to limit the risk of an unspecific cleavage 
being mediated by contaminating proteases. As show in Fig.1B, mature AIDA-I* becomes 
detectable 43 hours after buffer exchange and increases in amount throughout the 
experiment. Furthermore, the appearance of the mature AIDA-I* is concomitant with a 
reduction in the amount of proprotein. The time course of mature AIDA-I* appearance 
could be fitted to single exponential association with a rate constant of 0.53 ± 0.19 min-1 
(Fig.1B). We used a 16 % tris-tricine gel to visualize the C-terminal peptide that would 
result from the cleavage of the proprotein into mature AIDA-I*. As shown in Fig. 1C, the 
11kDa fragment appears after renaturation of the protein, but is absent from an uncleaved 
mutant, used as control (see below). This experiment shows that AIDA-I is processed by an 
autocatalytic event. We noted, however, that this in vitro cleavage was less efficient than 
the fast and complete cleavage that is usually observed in bacteria expressing AIDA-I. 
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Indeed, uncleaved protein remains even after 6 days of renaturation. This could be due to 
slow and incomplete folding, as shown below. 
We used mass spectrometry on in vitro refolded mature AIDA-I* in order to determine the 
precise location of the cleavage observed. As expected, the same C-terminal peptide as for 
native AIDA-I, N837IILNPTKES846, was found, confirming that the cleavage occurs at the 
usual site during the in vitro refolding, between S846 and A847 (19). To exclude the 
possibility that cleavage resulted from a contaminating protease, we performed refolding 
experiments with a variant of AIDA-I* bearing a point mutation in one putative catalytic 
residue (mutant detailed below) and showed that this protein is not cleaved in the same 
conditions (Fig.1C). Taken together, those results are the first direct proof of an auto-
catalytic cleavage activity for the AIDA-I autotransporter. 
 
Correlation between folding and cleavage. Appearance of mature AIDA-I* is strikingly 
slow, taking more than one day. Protein folding is generally thought to be faster, with 
folding rates calculated in seconds. However, extremely slow folding was already observed 
with the native pertactin (40), which possesses the same β-helical structure that is predicted 
for AIDA-I (39). We next wanted to gain insight in the folding kinetics of AIDA-I in order 
to asses if cleavage could correlate with protein folding. Evidence of the in vitro folding of 
AIDA-I* was obtained by monitoring the changes in the far UV circular dichroïsm (CD) 
signal of the protein. As show in Fig.1D, gain of structure was evident in the CD signal 
over time after exchange with renaturation buffer but the apparition of secondary structure 
was remarkably slow. The time course monitored at 218 nm (Fig.1E) can be fitted to single 
exponential decay with rate constant of 0.74 ± 0.17 min-1, which is consistent with the 
kinetic of appearance of mature AIDA-I.  
To confirm this observation, we used a common characteristic of folded protein: resistance 
to proteolysis. At different time points during refolding, a sample was submitted to a 30 
minute protease treatment. Most of mature AIDA-I* is resistant to the protease at all time 
points where it is visible, while the proprotein was completely susceptible (Fig.2). Taken 
together, these results strongly suggest that mature AIDA-I* is indeed folded, and that 
folding and cleavage of AIDA-I* are two closely related events. 
 
The pH-dependence of the AIDA-I in vitro folding. The efficiency of AIDA-I* in vitro 
folding was exanimate at different pH values between 4 and 10. We observed that the 
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refolding buffer used had a marked effect on the refolding kinetics of AIDA-I*. At pH10, 
the protein remains unfolded, even at 145h after buffer exchange (Fig.3). Consequently, no 
cleavage was apparent at all time points and the protein was completely susceptible to 
protease digestion, confirming the absence of renaturation at pH10. 
Conversely, at pH6 the renaturation of AIDA-I* was closed to what observed at pH8, with 
similar folding rate, cleavage kinetic and protease resistance (Fig.3). 
Unexpectedly, at pH4, the protein seems almost completely folded at 2h after buffer 
exchange (Fig.3). However, the protein refolded at pH4 remains uncleaved, even after 6 
days of renaturation. We try to restore the cleavage using a pH shift from pH4 to pH8. 
However, even at 145h after the pH shift, no cleavage was observed. We also submitted a 
sample to a 30 minute protease treatment to verify the proper folding. Surprisingly, the 
protein was partially susceptible to protease, leaving a stable fragment of approximately 23 
kDa. These results suggest that the renaturation of the AIDA-I* protein at pH4 is fast but 
aberrant, observation that can explain the absence of proteolytic cleavage. All together, 
these results highlight the pH-dependence of the AIDA-I* in vitro folding and reinforce the 
observation that cleavage is closely related to the proper folding of the protein.  
  
Mapping of the region involved in AIDA-I cleavage. To support our model of 
autocatalytic cleavage, we decided to map the region of the protein involved in the cleavage 
reaction. To address this question, we used different deletion mutants and assessed the 
capacity of the resulting proteins to process themselves. The AIDAΔN (deletion of amino 
acids 45 to 225), AIDAΔC2 (deletion of amino acids 224 to 667), AIDAΔSS (deletion of 
the entire signal sequence, amino acids 2 to 49) and the AIDA-I* mutant were tested for 
their ability to process themselves (Fig.4A). All mutants were co-expressed with the 
glycosyltransferase Aah and whole-cell lysates were probed with antibodies against the His 
tag. As shown in Fig.4B, all deletion mutants were cleaved, with apparition of mature 
proteins at the expected sizes. For the AIDAΔC2 protein, 2 different bands appeared, one at 
the expected size and another one slightly lower that may correspond to a degradation 
product. We have previously observed that this mutant is indeed unstable (37). Overall, 
these results suggest that the AIDA-I catalytic site is located between A667 and T953, a 
region encompassing the conserved junction domain of autotransporters (amino acids T851 
to L952) as well as a part of mature AIDA-I with the cleaved peptidic bond between S846 
and A847). 
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Two acidic residues are required for AIDA-I cleavage. None of the classical sequences 
for aspartyl, serine or metalloproteases could be identified in AIDA-I. Furthermore, as this 
protein lacks cysteine residues, we ruled out the possibility of cysteine protease activity. 
Other autotransporters of E. coli belonging to the SPATE family are auto-catalytically 
cleaved by a novel mechanism involving an asparagine and an aspartate residue embedded 
in the β-barrel (29). Also, some bacterial aspartate proteases do not possess the classical 
D(S/T)G consensus motif, as for instance is the case with omptins (41). We therefore 
hypothesized that aspartate residues may be responsible for AIDA-I cleavage. 
To test this hypothesis we exchanged several aspartate residues between A667 and T953 
with alanines (Fig.5A). This amino acid was chosen because it is less likely to negatively 
influence the catalytic activity and the folding of the mutated proteins. For all mutants, 
whole-cell lysates were obtained and probed with antibodies against the His tag. As shown 
in Fig.5B, most of the mutations did not affect the biogenesis or the cleavage of the protein. 
For the D878A mutant, however, only the proprotein form is observed, suggesting an 
inhibition of cleavage. The fact that processing is completely abolished strongly suggests 
that this aspartate plays a catalytic role. To test the requirement for the carboxyl group of 
the aspartate in position 878, as would be expected if it were to be catalytic, we changed 
this amino acid by an asparagine or by a glutamate. Conservation of the carboxyl group 
maintained the cleavage, whereas the modification by an asparagine residue abolished 
completely the processing of AIDA-I.  
As acidic proteases usually form catalytic dyad or triad, we decided to change into alanine 
residues a few amino acids near D878. We chose E845, N849, E871, N874, R879 and 
E897. The cleavage was slightly altered in two mutants, E845A and N849A, which are 
localized near the cleavage site. One mutation, however, E897A, resulted in a complete 
abolition of processing. The cleavage was still inhibited when the glutamate was changed 
into glutamine, highlighting a role for this second carboxyl group in the cleavage reaction. 
We also modified all aspartate residues (D1021, D1078, D1117, D1170, D1175, D1233, 
D1234) predicted to be located in the extracellular loop of the β-barrel of AIDAc and 
which, therefore, could potentially be spatially close to the cleavage site but none of the 
mutations resulted in a reduction of the processing (data not shown). Taken together, our 
results suggest that D878 and E897 form a catalytic dyad of carboxylic amino acids, which 
is common in acidic proteases. 
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Characterization of the D878N uncleaved mutant. We compared the adhesive, self-
aggregation and biofilm formation activities mediated by the uncleaved D878N mutant and 
the WT protein. We observed that the D878N mutant is as functional as the wild type in all 
assays (data not shown). This is consistent with our previous observation obtained with a 
protein mutated at the cleavage site (15). The diminished AIDA-I cleavage in this mutant 
did not affect either the functionality of the protein.  
We purified the WT and the D878N proteins from the outer membrane in their native 
conformations and compared their secondary structure, stability and relative protease 
resistance. The Far UV CD spectrum for the D878N mutant is slightly different from the 
spectrum of the WT protein (Fig.6A). However, by following the thermal denaturation at 
218 nm continuously while changing the temperature between 25oC and 80oC, we observed 
that the thermal denaturation of the two proteins is almost identical (Fig.6B). Lastly, the 
conformation of the uncleaved mutant was assayed by protease resistance, and, as 
illustrated in Fig.6C, the two proteins showed the same resistance to trypsin, in agreement 
with the thermal denaturation. We noted that it is only AIDAc that seems to be sensitive to 
the protease but did not investigate further. Overall, these results show that the uncleaved 
mutant behaved almost indistinguishably from the wild-type protein.  
 
In vitro refolding of the D878N uncleaved mutant. We next wanted to compare the in 
vitro refolding kinetics of the D878N mutant with that of the wild-type protein. We 
introduced the D878N mutation in the plasmid pAngHΔSSΔαβ, generating the D878N* 
protein. We purified D878N* from inclusion bodies and performed the in vitro renaturation 
as described above with the wild-type protein. As shown in Fig.7A, in contrast to the WT 
protein, the D878N* mutant remained in the uncleaved form, even at 145 hours after the 
buffer exchange. The absence of cleavage was confirmed by the lack of the 11 kDa peptide 
that was present with the wild-type AIDA-I* protein (Fig.1C).  
We also monitored the changes in the far UV CD of D878N*. As for the WT protein, the 
folding of the uncleaved mutant was especially slow (Fig.7B). We noted a small difference 
in the final CD spectrum for the D878N mutant in comparison to the WT protein, as 
observed for the native proteins purified from the outer membrane (Fig.6A). Again, this 
suggests the existence of a subtle difference in secondary structure between the two 
proteins. The refolding time course monitored at 218 nm could be fitted to single 
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exponential decay with rate constant of 1.09 ± 0.39 min-1, similar to the kinetics of the 
wild-type protein (Fig.7C). To confirm the renaturation of the D878N mutant, we submitted 
the protein to a 30 minute protease treatment. As shown in Fig. 7D, the percentage of 
protein resistant to protease increased with time, confirming the in vitro refolding of this 
protein. Taken together, these results suggest that the in vitro folding kinetics of the AIDA-
I* and the D878N* proteins are similar, arguing that in vitro cleavage observed with wild-
type AIDA-I* is directly linked to the presence of the amino acid D878.  
 
AIDA-I is cleaved by an intramolecular mechanism. In a previous publication, we have 
shown that the cleavage of AIDA-I was independent of its expression level (15). This 
observation was consistent with an intramolecular processing but a proof that this is indeed 
the case is still missing. We first tried the in vitro refolding at pH8 with different 
concentration of AIDA-I* between 150 and 400 μg/ml, in order to evaluate the effect of 
protein concentration on the kinetic of cleavage. All time courses for mature AIDA-I* 
appearance were fitted to single exponential association with rate constant that are not 
significantly different (0.77 ±  0.22 min-1 for 150 μg/ml; 0.53 ± 0.19 min-1 for 200 μg/ml; 
0.70 ± 0.26 min-1 for 250 μg/ml and 0.52 ± 0.18 min-1 for 400 μg/ml), which suggest an 
intramolecular reaction. With the mutant D878N we can also directly address this question. 
We purified the WT and D878N proteins in their native conformation and incubated the 
two proteins together. As shown in Fig.8A, the level of D878N proprotein remains 
unchanged, even after 2 hours of incubation with the WT protein, showing that no 
intermolecular cleavage could be observed. A similar experiment was performed in vivo 
with bacteria expressing the WT or D878N proteins. After co-incubation of the two 
bacterial cultures for 30 minutes, no intermolecular cleavage was observed (Fig.8B). 
Lastly, we expressed both proteins on the surface of the same bacteria. As shown in Fig.8C, 
the D878N mutant remains uncleaved in the presence of a functional wild-type protein. 
Taken together, these results showed that autoproteolysis of AIDA-I is intramolecular. 
 
Discussion 
In this study, we prove the auto-catalytic nature of the cleavage of the AIDA-I 
autotransporter by following the in vitro refolding of a mutant lacking its C-terminal α-
helix and β-barrel. We noted that in vitro cleavage was less efficient that processing in vivo. 
This could be due to incomplete folding. Indeed, we observed that folding and processing 
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occur at similar rates, which strongly suggests that the two events are closely related. This 
observation is also an evidence arguing against the cleavage resulting from of a 
contaminant protease, since the folding of AIDA-I is strikingly slow and an exogenous 
protease would most likely cleave AIDA-I faster. Furthermore, we observed that the in 
vitro refolding of AIDA-I is dramatically pH-dependant and without folding (pH10) or with 
an aberrant folding (pH4), the protein remains uncleaved, arguing again for a strong 
association between folding and cleavage. 
We identified by deletion analysis a 286 amino acids region directly involved in the 
processing of AIDA-I. This region includes the junction domain, which ends just before the 
cleavage site, and the C-terminal part of the AIDA-I functional domain. We chose to 
mutagenize acidic residues of this region because of the observation that in vitro refolding 
and processing of AIDA-I occurred even in presence of serine and cysteine protease 
inhibitors. Some acidic proteases, like the omptin family, rely on catalytic aspartate 
residues that cannot be identified by classical consensus motifs (42). We found that D878 
and E897 in the junction region are involved in the processing of AIDA-I. The complete 
elimination of cleavage when these residues are mutated strongly suggests that they play a 
catalytic role. Mutations that preserve the acidic side chain were tolerated, giving more 
evidence that the carboxylic acid groups are directly involved in catalysis. The requirement 
of D878 for catalytic activity was confirmed by in vitro refolding experiments with the 
D878N mutant, showing that it can refold but remains uncleaved. We observed that the 
uncleaved mutant presents a normal global conformation, as this mutant is as functional and 
as stable as the wild-type AIDA-I. Lastly, we confirmed that the cleavage of AIDA-I relies 
on an intramolecular mechanism of processing.  
As shown in Fig.9A, our results are consistent with a three-dimensional structural 
model of the junction region and the AIDA-I cleavage site (the amino acids between I807 
and L956), which we generated using the known crystal structure of B. pertussis pertactin 
(39). This model predicts that D878 and E897 are located close to the cleaved peptidic 
bond, which is found in a loop. This gives an explanation as to why folding and cleavage 
occur at similar rates: the junction domain of AIDA-I and the region encompassing the 
cleavage site have to be properly folded for the correct positioning of the catalytic residues 
in relation to the cleaved peptidic bond. The model also explains why mutations such as 
E845A or N849A lead to a decrease in the processing efficiency, since these changes would 
likely destabilize the loop bearing the bond that has to be cleaved. 
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The mechanism of autocatalytic cleavage we describe here for AIDA-I is unique 
among the monomeric autotransporter family. Alignment of the junction regions sequences 
of several autotransporters highlights that D878 of AIDA-I is conserved among 
autotransporters, whether they are processed or not (Fig.9B). However, E897 is unique to 
AIDA-I among auto-catalytic cleaved autotransporters, which could explain why this 
mechanism of proteolysis is unique to AIDA-I. Our model also differs from the two 
previously described intramolecular mechanisms of cleavage for autotransporters: the 
processing mediated by endogenous serine protease domains or SPATE and pertactin-like 
autotransporters. 
The cleavage mechanism for several other autotransporters, including the Ag43 
aggregation factor, remains completely unknown. As Ag43 and AIDA-I are closely related 
in sequence and possess similar functional features (18), it is tempting to hypothesize that a 
similar mechanism of processing involving carboxylic amino acids exists for Ag43. 
However, Ag43 is cleaved at a different site compared to the one of AIDA-I (43), and in a 
region that has only poor homologies with known autotransporter structures.  
The question of the function of AIDA-I cleavage remains. In autotransporters that 
are cleaved, the processing can play different roles, such as the release of cytotoxic domain 
in the extracellular milieu (44), keeping a protein localized at a pole (45), or controlling the 
expression level of an adhesin (46). The intramolecular nature of AIDA-I processing 
excludes the possibility that it serves to regulate the protein level at the surface of the 
bacteria. In addition, we did not observe that cleavage is important for function, as 
uncleaved mutants resulting from mutations of the catalytic residues or mutations of the 
residues of the cleaved peptidic bond are as functional as the wild-type protein. This 
puzzling observation is at least consistent with the fact that we could not find any 
conditions that lead to the release of mature AIDA-I in the extracellular milieu (15). We 
can hypothesize that in the context of an animal infection, a specific condition may cause 
the release of mature AIDA-I, which would be beneficial for the bacteria, for example, to 
escape the immune response. Alternatively, cleavage could generate a new unique surface 
representing an interaction site with other unknown proteins or host factors, which could 
play a role during infection. This mechanism was recently observed with the EscU protein, 
a structural component of the inner membrane ring of the type three secretion system in E. 
coli (47). This last hypothesis would be consistent with the small differences we observed 
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between CD spectra for the D878N mutant or the WT protein, in their native conformation 
or after in vitro folding.  
Self-processing of autotransporters is a frequent feature and occurs by a variety of different 
mechanisms, with our study providing yet another one. This diversity is quite surprising 
and strongly suggests that this processing plays an important role. Further investigation is 
therefore required to establish what this role might be in the case of AIDA-I. 
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Footnotes 
The abbreviations used are: Aah: Autotransporter Adhesin Heptosyltransferase; AIDA-I: 
Adhesin Involved in Diffuse Adherence; CD: circular dichroism; GnHcl: guanidinium 
hydrochloride; HisG: protein tag consisting of six histidine residues and a glycine; IPTG: 
isopropyl-β-thiogalactopyranoside; LB: Luria-Bertani medium; PBS: Phosphate Buffered 
Saline; PMSF: phenylmethanesulphonyl fluoride; SAATs: Self-Associating 
Autotransporters; SPATE: Serine Protease Autotransporters of Enterobacteriaceae; TBS: 
Tris-Buffered Saline. 
 
Figures Legends 
Fig.1: Cleavage of AIDA-I* in vitro. A. Schematic diagram of the AIDA-I* construct, 
showing plasmid pAngH (WT) and pAngHΔSSΔαβ (ΔSSΔαβ or AIDA-I*). The filled box 
represents the HisG tag at the N terminus of mature AIDA-I. B. Inclusion bodies containing 
the AIDA-I* protein were collected, solubilized in 0.1 M Tris-Hcl pH8 and 6 M GnHcl and 
purified by immobilized metal affinity chromatography. Renaturation of the AIDA-I 
protein was performed by first exchanging the buffer on a 1-ml His trap HP column for 2 
hours with renaturation buffer at pH8 (TBS, 0.1 % Triton X-100), and the protein was then 
left at 4oC. At different times after the buffer exchange, aliquots were taken and boiled in 
SDS-PAGE loading buffer. The proteins were then resolved by SDS-PAGE and the gel 
stained with Coomassie blue. The uncleaved (proprotein, circles) and cleaved (mature 
AIDA-I*, arrowheads) forms of the protein are indicated. The intensities of the bands were 
quantified and normalized to the maximal intensity. C. The WT and the uncleaved 
(D878N*) proteins at 145h after buffer exchange were separated by SDS-PAGE on a 16% 
Tris-Tricine gel. The star indicates the C-terminal cleaved peptide. D. Far-UV CD spectra 
of the AIDA-I* protein at different times after buffer exchange. The ellipticities were 
recorded between 205 and 260 nm. E. The ellipticities at 218 nm were recorded at different 
times after the initial renaturation. MRE, mean residual ellipticity.  
 
Fig.2: Protease sensitivity of AIDA-I* during refolding. Limited proteolysis of pure 
AIDA-I* conducted for 30 minutes with 37 μg.ml-1 (final concentration) of trypsin at 
different times after buffer exchange. The proteins were resolved by SDS-PAGE and the 
gel stained with Coomassie blue.  
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Fig.3: Effect of pH on the in vitro folding of AIDA-I*. Renaturation of the AIDA-I* 
protein was performed by first exchanging the buffer on a 1-ml His trap HP column for 2 
hours with renaturation buffer at pH8 (2 mM Tris pH8, 150 mM NaCl, 0.1 % Triton X-
100). An equal amount of protein was diluted in buffer with different pH values (50 mM 
sodium citrate pH4 or pH6; 50 mM Tris pH8; 50 mM sodium carbonate pH10; all 
supplemented with 150 mM NaCl and 0.1 % Triton X-100) and left at 4oC. A. Far-UV CD 
spectra of the AIDA-I* protein at different times following buffer exchange for pH4 (top) 
pH6 (middle) or pH10 (bottom). The ellipticities were recorded between 205 and 260 nm. 
MRE, mean residual ellipticity. C. At different times after the buffer exchange, aliquots 
were taken and boiled in SDS-PAGE loading buffer. D. Limited proteolysis at 145h after 
buffer exchange performed as described in Fig.2. For pH4, the proteolysis was performed 
after a pH shift at pH8. The proteins were resolved by SDS-PAGE and the gel stained with 
Coomassie blue. The uncleaved (proprotein, circles) and cleaved (mature AIDA-I*, 
arrowheads) forms of the protein are indicated. 
 
Fig.4: Mapping of the region involved in AIDA-I cleavage. A. Schematic diagram of the 
deletion constructs, showing plasmid pAngH (WT), pAngHΔN (ΔN), pAngHΔC2 (ΔC2), 
pAngHΔSS (ΔSS) and pAngHΔSSΔαβ (ΔSSΔαβ or AIDA-I*). The filled box represents 
the HisG tag at the N terminus of mature AIDA-I. B. Whole-cell lysates were obtained 
from overnight cultures of C600 harboring an empty vector (-), expressing wild-type 
AIDA-I (WT), or expressing the ΔN, ΔC2, ΔSS or ΔSSΔαβ mutants were obtained and 
probed with anti-His antibodies, which allowed detection of the proprotein (circles) and 
mature AIDA-I (arrowheads). All plasmids were transformed in bacteria expressing the 
Aah glycosyltransferase. 
 
Fig.5: Mutational analysis of the region involved in AIDA-I cleavage. A. Predicted 
secondary structure of the region of AIDA-I encompassing the amino acids between N708 
and S953; E: β-strand; x: no prediction. The positions corresponding to modified amino 
acids are indicated. The dashed line indicates the cleavage site. The numbering of amino 
acids corresponds to the position in full-length pre-proprotein. B. Whole-cell lysates were 
obtained from overnight cultures of C600 harboring an empty vector (-), plasmid pAgH 
(WT), or one of the plasmid bearing a point mutation in pAgH. Proteins separated by SDS-
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PAGE were probed by immunoblotting with antibodies against the His tag, which allowed 
the detection of the proprotein (Pro., circles) and the mature AIDA-I (arrowheads). 
 
Fig.6: Characterization of the D878N protein. A. Far-UV CD spectra of the purified 
AIDA-I wild-type protein (grey circles) and the uncleaved D878N mutant (black squares). 
The ellipticities were recorded between 205 and 260 nm. B. The ellipticities at 218 nm of 
the WT protein (grey circles) or the D878N mutant (black squares) were recorded with the 
temperature varying between 25°C and 80°C at a rate of 5°C per min. MRE, mean residual 
ellipticity. C. Purified uncleaved (D878N) and cleaved (WT) proteins were incubated in the 
presence of different concentration of trypsin. The proteins were resolved by SDS-PAGE 
and the gel stained with Coomassie blue. 
 
Fig.7: Renaturation and folding kinetic of D878N* mutant. The D878N* protein was 
purified as describe in Fig.1. A. At different times after buffer exchange, aliquots were 
taken and boiled in SDS-PAGE loading buffer. The proteins were then resolved by SDS-
PAGE and the gel stained with Coomassie blue. The uncleaved (proprotein D878N*, 
circles) form of the protein is indicated. B. Far-UV CD spectra of the D878N* protein. The 
ellipticities were recorded between 205 and 260 nm. The CD spectrum of the WT AIDA-I* 
after 145h of renaturation is indicated. C. The ellipticities at 218 nm were recorded at 
different time after the initial renaturation. MRE, mean residual ellipticity. D. Limited 
proteolysis performed as described in Fig.2. The proteins were resolved by SDS-PAGE and 
the gel stained with Coomassie blue.  
 
Fig.8: Intramolecular cleavage of AIDA-I. A. Wild-type AIDA-I (WT) or the 
uncleaved (D878N) proteins were incubated separately or together for 30 minutes at 
room temperature, resolved by SDS-PAGE, and the gel stained with Coomassie blue. B. 
Whole-cells lysates were obtained from overnight cultures of E. coli C600 harboring 
plasmids pTRC99a (-), pAgH (WT) or pAgHD878N (D878N) co-incubated for 30 minutes 
at 30oC. The samples were resolved by SDS-PAGE and probed with anti-His tag 
antibodies, which allowed the detection of the proprotein (circle) and the mature AIDA-I 
(arrowheads). C. Whole-cells lysates from overnight cultures of E. coli C600 harboring 
plasmids pTRC99a and/or PACYC184 (-), pAgH, pACYC-AgH, pAgHD878N or pACYC-
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AgH and pAgHD878N were resolved by SDS-PAGE and probed with anti-His tag 
antibodies.  
 
 Fig.9: Structural model and alignment of the cleavage site of AIDA-I. A. A three-
dimensional structural model of the junction region and the cleavage site of AIDA-I (amino 
acids I807-L956). The amino acids constituting the cleavage site, S846 and A847, are 
highlighted in cyan, and the amino acids D878 and E897 are highlighted in red and 
depicted with their side chains. The bottom panel shows a close-up view of the cleavage 
site and the D878 and E897 residues using the same color scheme. B. Alignment of the 
junction region of several autotrnsporters. The secondary structures features, either 
modeled (for AIDA-I) or experimentally determined (for Hbp (48) and Prn (39)) are 
indicated. The positions of S846, A847, D878 and E897 are highlighted in cyan and red, as 
in A. The accession numbers for the sequence data and the amino acids range used for the 
alignment are: ABS20376, amino acids 807-956 (E. coli AIDA-I); Q9XD84, amino acids 
470-629 (E. coli TibA); P39180, amino acids 540-704 (E. coli Ag43); O88093, amino acids 
919-1073 (E. coli Hbp); Q7BS42, amino acids 915-1058 (E. coli Pic); O68900, amino acids 
836-991 (E. coli Pet); AAC44731, amino acids 851-1022 (E. coli EspC); Q7BSW5, amino 
acids 840-996 (E. coli EspP); CAA88252, amino acids 911-1062 (S. flexneri SepA); 
CAC05837, amino acids 572-739 (S. flexneri IcsA); Q03035, amino acids 416-569 (B. 
pertussis Prn); AAA51646, amino acids 551-706 (B. pertussis BrkA); CAA45708, amino 
acids 828-984 (H. influenzae IgA protease); and P45387, amino acids 800-977 (H. 
influenzae Hap). 
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Table I. Primers used in this study 
Primer  Sequence 
SSΔαβ……....5'-GGTATTTAACCAGTTAACTTCCCACATCTGATACCCGG-3' 
D712A………5'-GGACTAACATTCAGAACGCCGGCAATTTCATTCTCAATCT 
  TGC-3’ 
D724A ………5'-GCTGAAAACTATGCTTTTGAAACAGAGCTCTCAGGTAGTGG-3' 
D772A………5'-GCAGTAGTCAATGCAGCCATGGCTGTCAACCAGAATGCC-3' 
D785A ………5'-GCCTATATAAACATTAGTGCACAGGCAACAATTAATGG-3' 
E845A………5’CTTAATCCTACAAAAGCTAGCGCAGGTAATACTCTTACCG-3’ 
N849A………5’CCTACAAAAGAAAGTGCCGGCGCTACTCTTACCGTGTC-3’ 
E871A ………5’CTCTTGGTGGTGTGCTTGCCGGCGATAATTCACTTACGG-3’ 
D873A ………5'-CTCTTGGTGGTGTTCTAGAAGGAGCTAATTCACTTACGG-3' 
N874A ………5’-GCTTGAAGGAGATGCTAGCCTTACGGACCGTCTGGTGG-3’ 
D878A ………5’-GGAGATAATTCACTTACGGCCCGACTAGTGGTGAAAGGTAAT 
ACC-3' 
D878E……… 5'-GGAGATAATTCACTTACGGAACGACTAGTGGTGAAAGGTAAT 
ACC-3' 
D878N ………5'-GGAGATAATTCACTTACGAACCGGTTGGTGGTGAAAGGTAAT 
ACC-3' 
R879A ………5’-GGAGATAATTCACTTACGGACGCACTAGTGGTGAAAGGTAA 
TACC-3’ 
E897A……… 5’-GGTCAAAGTGACATCGTTTATGTTAACGCAGATGGCAGTGGT 
GG-3’ 
E897Q ………5’-GGTCAAAGTGACATCGTTTATGTTAACCAAGATGGCAGTGGT 
GG-3’ 
D906A ………5'-GGTGGTCAGACTCGAGCTGGTATTAATATTATTTCTGTAGAG 
GG-3' 
D933A ………5'-CGCGTAGTTGCCGGAGCATATGCTTACACACTGCAGAAAG 
G-3' 
D1021A……. 5'-GGTAAGCTTAATGCCGGCCAAAATAAAACAACAACC-3' 
D1117A……..5'-GCATCAGTGAAAGGTGCCGGCCTGGAAGAAG-3' 
D1170-5A….. 5'-GGGGTTACGCCGGCTACACATCAGGAGGCTAACGGAACG-3' 
D1078A……. 5'-GCTGCCAGAAACACGCTAGCTGGTTATTCTGTCGGGG-3' 
D1233-4A….. 5'-GGTGTTAAAATGAGTGCTGCTAGCCAGTTGTTGTCAGG-3' 
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Contribution de l’auteur pour cet article 
En tant que premier auteur de cet article, j’ai effectué la plupart des expérimentations 
décrites, à l’exception des mutants chromosomiques chez Citrobacter rodentium, les 
clonages de l’homologue de Aah de C. rodentium et de l’homologue de AIDA-I dans 
Cronobacter sakasakii, ainsi que les expériences requérant la spectrométrie de masse. J’ai 
écrit la totalité de l’article.  
 
Contribution scientifique de l’article 
Le mécanisme de reconnaissance du substrat par les O-glycosyltransférases bactériennes est 
inconnu pour la plupart des enzymes étudiées. Dans cet article nous démontrons que ce 
n’est pas la séquence primaire en acides aminés qui est reconnue par la glycosyltransférase 
Aah, mais plutôt un motif structural. De plus, nous avons identifié de nombreux 
homologues de Aah, dont un chez Citrobacter rodentium qui possède un mode d’action 
similaire à Aah. À partir de ces observations, nous suggérons que Aah est le prototype pour 
une nouvelle famille de O-glycosyltransférases bactériennes. 
Cet article a fait l’objet d’un micro-commentaire (Otzen, D., N for AsN - O for StrOcture? 
A strand-loop-strand motif for prokaryotic O-glycosylation, Molecular Microbiology, 2012, 
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Abstract 
The Escherichia coli Adhesin Involved in Diffuse Adherence (AIDA-I) is a multifunctional 
protein that belongs to the family of monomeric autotransporters. This adhesin can be 
glycosylated by the AIDA-associated heptosyltransferase (Aah). Glycosylation appears to 
be restricted to the extracellular domain of AIDA-I, which comprises imperfect repeats of a 
19 amino acid consensus sequence and is predicted to form a β-helix. Here, we show that 
Aah homologs can be found in many Gram-negative bacteria, including Citrobacter 
rodentium. We demonstrated that an AIDA-like protein is glycosylated in this species by 
the Aah homolog. We then investigated the substrate recognition mechanism of the E. coli 
Aah heptosyltransferase. We found that a peptide corresponding to one repeat of the 19 
amino acid consensus is sufficient for recognition and glycosylation by Aah. Mutagenesis 
studies suggested that, unexpectedly, Aah recognizes a structural motif typical of β-helices, 
but not a specific sequence. In agreement with this finding, we observed that the 
extracellular domain of the Bordetella pertussis pertactin, a β-helical polypeptide lacking 
the 19 amino acid consensus sequence, could be glycosylated by Aah. Overall, our findings 
suggest that Aah represents the prototype of a new large family of bacterial protein O-
glycosyltransferases that modify various substrates recognized through a structural motif. 
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Introduction 
 Protein glycosylation has been extensively studied in eukaryotes. The identification 
in the past few years of numerous glycosylated prokaryotic proteins indicates that this 
modification is in fact distributed among all kingdoms of life (Nothaft & Szymanski, 2010). 
Protein glycosylation provides diverse functions, such as modulating protein stability and 
resistance against proteases, affecting intermolecular interactions and more. Well-studied 
prokaryotic glycoproteins are often extracellular and include the subunits of S-layers, 
flagella, type IV pili, and many adhesins, such as autotransporters (Schmidt et al., 2003, 
Szymanski & Wren, 2005). Recently, a new family of bacterial oligosaccharyltransferases, 
represented by the HMW1C protein of Haemophilus influenzae, has been described and 
seems to be involved in glycosylation of surface proteins with adhesive function (Grass et 
al., 2010). In addition, other reports describing general N- and O-glycosylation systems 
from Campylobacter, Neisseria and Bacteroides ssp., identified another class of bacterial 
glycoproteins that are required inside the cell rather than at the cell surface to carry out their 
functions (Szymanski et al., 1999, Vik et al., 2009, Fletcher et al., 2009). Furthermore, 
hundreds of B. fragilis proteins from all cellular locations, including essential proteins, are 
predicted to be glycosylated (Fletcher et al., 2011). Thus, it is clear that glycosylation is an 
important and widespread bacterial protein modification. 
How glycosyltransferases recognize their protein substrates is intensely 
investigated. In C. jejuni, it has been suggested that the primary consensus motif D/E-X-
N*-X-S/T is recognized in proteins that are N-glycosylated, where X is any amino acid 
except proline (Kowarik et al., 2006). It should be noted, however, that variations of this 
glycosylation motif have been described, such as the PglB oligosaccharyltransferase of 
Desulfovibrio desulfuricans (Ielmini & Feldman, 2011). A similar consensus also exists for 
eukaryotic protein N-glycosylation (Yan & Lennarz, 1999). For O-glycosylation, however, 
the recognized sequence is less clearly defined beyond the modified serine or threonine. In 
Neisseria meningitidis proteins, O-glycosylation is found in low complexity regions rich in 
serine, threonine, proline and asparagine, and glycans are often found in the motif S*-A-P-
A (Vik et al., 2009). However, this motif is not sufficient or required for glycosylation. 
Similarly, O-glycosylation is associated with proline-rich regions of proteins of Clostridium 
thermocellum or Mycobacterium tuberculosis. However, no motif sufficient or required for 
glycosylation was identified (Gerwig et al., 1993, Dobos et al., 1996). The motif D-S/T*-
A/I/L/V/T/M was proposed as a consensus sequence recognized by protein O-
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glycosyltransferases in Bacteroides fragilis, and the N-S* and N-T*-T motifs were found in 
glycoproteins of Elizabethkinga meningoseptica (Fletcher et al., 2009, Plummer et al., 
1995). It is clear from all these studies that no general consensus sequence for bacterial O-
glycosylation can be highlighted. This suggests that specific oligosaccharyltransferases may 
possess distinct substrate specificities or that other signals are recognized besides primary 
structure. More information about substrate recognition by bacterial O-glycosyltransferases 
is therefore needed. 
One of the few glycoproteins found in Escherichia coli is the Adhesin Involved in 
Diffuse Adherence (AIDA-I) (Benz & Schmidt, 2001). This plasmid-encoded protein was 
first identified in a strain isolated from a case of infantile diarrhea (Benz & Schmidt, 1989). 
Since then, this adhesin has been associated with pathogenic strains of E. coli involved in 
neonatal and post-weaning diarrhea in piglets (Chapman et al., 2006, Niewerth et al., 2001, 
Zhang et al., 2007). Besides its role in adhesion, AIDA-I has also been shown to mediate 
biofilm formation, bacterial auto-aggregation, and invasion of epithelial cells (Sherlock et 
al., 2004, Charbonneau et al., 2006). This protein belongs to the monomeric autotransporter 
family of the type V secretion pathway (Henderson et al., 2004). Like all autotransporters, 
AIDA-I comprises an N-terminal signal sequence, a C-terminal membrane-embedded 
domain and a central functional extracellular domain. With the auto-aggregation factor 
antigen 43 (Ag43) and the TibA adhesin-invasin protein, AIDA-I forms a family of 
autotransporters called Self-Associating Autotransporters (SAATs) (Klemm et al., 2006). 
These three proteins share the same virulence attributes and possess imperfect repetitions of 
an identical 19 amino acid consensus in the extracellular domain. These repeated sequences 
are predicted to fold into a right-handed β-helix, a structural motif often found in the 
extracellular domain of autotransporters (Kajava & Steven, 2006).  
 The AIDA-associated heptosyltransferase (Aah) is responsible for the glycosylation 
of AIDA-I and diverts heptose residues from the lipopolysaccharide biosynthesis pathway 
(Benz & Schmidt, 2001). The aah gene is located immediately upstream and forms an 
operon with the aidA gene. Similarly, the TibA autotransporter is glycosylated by the TibC 
specific heptosyltransferase and the genes coding for these proteins are organized like aah-
aidA (Lindenthal & Elsinghorst, 1999). These two glycosyltransferases are functionally 
interchangeable (Moormann et al., 2002). Ag43 is also found in a glycosylated form in 
wild-type uropathogenic E. coli even though a specific glycosyltransferase has not been 
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identified to date (Sherlock et al., 2006). Thus, heptosylation seems to be shared among 
these proteins. 
AIDA-I can be modified by addition of up to 19 heptose molecules, and these 
sugars are added on serine and threonine residues, confirming the O-linked type of 
glycosylation (Charbonneau et al., 2007). An alignment of the sequences of AIDA-I or 
Ag43 peptides glycosylated by Aah suggested a potential recognition motif for Aah 
(Knudsen et al., 2008). However, the motif corresponds mainly to the repeated sequence of 
19 amino acids and therefore whether the motif is necessary or sufficient remains to be 
tested. 
In this study, we observed that homologs of Aah are found in many bacterial 
species, suggesting that Aah is a paradigm for a new large family of bacterial protein O-
glycosyltransferases. These putative glycosyltransferases were sometimes associated with 
autotransporters or large putative adhesins, many of which did not possess the 19 amino 
acid repeated consensus. This suggested that the motif recognized by these 
glycosyltransferases is different from the consensus sequence found in AIDA-I. We 
therefore investigated the substrate specificity of Aah. Our results unexpectedly suggest 
that Aah recognizes a structural motif typical of the right-handed β-helix, and not a specific 
amino acid sequence. To the best of our knowledge, that a bacterial glycosyltransferase 
relies on structural cues has not been previously documented. A better understanding of the 
O-glycosylation processes in bacteria may uncover new avenues for the exploitation of 
these pathways for biotechnological glycoengineering purposes. 
 
Results 
A new family of bacterial protein glycosyltransferases. A BLAST search with the Aah 
amino acid sequence (CAC43407) retrieved 44 bacterial proteins with highly significant E-
values (E-value ≤ 10-73). The aah homologs coding for these proteins are found in 3 
branches of Proteobacteria: Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria and 
Gammaproteobacteria (Fig. 1). Four bacterial strains that belong to the 
Alphaproteobacteria branch (Bradyrhizobium sp. ORS278, G. bethesdensis CGDNIH1, A. 
pasteurianus IFO 3283-01 and G. oxydans 621H) possess more than one copy of an Aah 
homolog. All Aah homologs possess the heptosyl/glycosyltransferase family 9 pfam01075 
domain and sequence alignment shows that these proteins indeed share a high level of 
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sequence similarity (Fig. S1). These results suggest that Aah is the paradigm for a family of 
glycosyltransferases distributed widely among proteobacterial classes. 
By examining the genomic regions immediately flanking the aah homologs, we often 
identified putative monomeric autotransporters characterized by the conserved domain 
pfam03797. Furthermore, visual examination of the sequence of these autotransporters 
often revealed the 19 amino acid consensus characteristic of AIDA-I (Table 1 and see 
below). This organization, similar to that of aah and aidA, suggested that the Aah homologs 
could modify an associated putative autotransporter. To test this hypothesis, we first used 
antibodies that detect specifically the heptoses grafted by Aah onto AIDA-I. Indeed, we 
previously showed that antibodies that were directed against the glycosylated extracellular 
domain of AIDA-I, do not efficiently recognize the non-glycosylated form of AIDA-I and 
can be used as an indicator of glycosylation by Aah (Charbonneau et al., 2007). Moreover, 
these AIDA-I antibodies also react specifically with glycoslated TibA (Côté, J-P. and 
Mourez, M., unpublished observation). We selected three bacterial strains from two 
different classes of Proteobacteria possessing an Aah homolog and a flanking putative 
autotransporter that has the 19 amino acid consensus sequence. As shown in Fig. 2A, when 
transferred to a membrane, whole cell lysates of Citrobacter rodentium DBS100, of 
Cronobacter sakazakii HBP 2178, and to a lesser extent of Burkholderia vietnamiensis G4, 
reacted with our AIDA-I antibodies. E. coli strain 2787 and its isogenic aidA mutant were 
used as control and show the specificity of our antibodies. Thus, this result suggests that a 
glycosylation similar to that of Aah-mediated glycosylation of AIDA-I occurs naturally in 
C. rodentium, C. sakazakii and B. vietnamensis. 
To confirm that an Aah homolog indeed modified an associated putative autotransporter, 
we used the C. rodentium strain DBS100. This strain possesses an Aah homolog 
(YP_003368456; renamed AahCr) and an associated putative autotransporter 
(YP_003368457; renamed AIDACr). Chromosomal deletions of the aahCr gene or the aidACr 
gene were constructed and tested for appearance of a glycosylated protein. As shown in 
Fig. 2B, a band of approximately 230 kDa was revealed by probing whole cell lysates of C. 
rodentium with our antibodies directed against AIDA-I, in agreement with the result 
obtained with the dot-blot. The molecular weight observed is higher than the 160 kDa 
predicted for AIDACr. This slower electrophoretic mobility suggested that the protein is 
modified, in agreement with the fact that the band was revealed by our glycosylation-
specific antiserum. The band disappeared in mutant strains lacking aahCr or aidACr and in 
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the aahCr mutant the band reappeared by complementation with a plasmid expressing the 
aahCr gene under the control of an IPTG-inducible promoter (Fig. 2B). These experiments 
confirm that the immunoreactive band is AIDACr modified by AahCr. 
To further prove that the Aah homologs identified here recognize similar protein substrates 
as Aah or TibC, we used a more distant bacterium, C. sakazakii. As shown in Fig. 2A, at 
least one protein of C. sakazakii is glycosylated. Flanking the Aah homolog, this bacterium 
possesses a gene coding for a putative monomeric autotransporter (ESA_02084 and 
renamed here aidACs), which encompasses multiple repeats of the same 19 amino acid 
consensus (Fig. 3A). We decided to test the glycosylation of AIDACs by Aah when 
recombinantly co-expressed in E. coli K-12. As shown in Fig. 3B, in the presence of a 
plasmid expressing AIDACs (predicted molecular weight of 234 kDa), a protein of 
approximately 250 kDa is visible in whole cell extract stained with Coomassie blue. A 
second band is also present at a lower molecular weight. This second band could be a 
specific processing product of AIDACs, similar to the autoprocessing observed with AIDA-I 
and Ag43. In the presence of Aah, these bands were also revealed by our anti-AIDA-I 
antibody and by the specific ProQ Emerald 300 glycan detection kit, suggesting that 
AIDACs is indeed glycosylated. In summary, our results suggested that the Aah homologs 
are protein glycosyltransferases that modify their associated autotransporter, in a similar 
mechanism to that of Aah. 
The Aah homologs, however, were not always associated with autotransporters that possess 
the 19 amino acid repeated consensus of AIDA-I. Indeed, in E. coli O127:H6 strain 
E2348/69 the monomeric autotransporter EhaJ, which does not possess the consensus 
motif, is glycosylated by its flanking aah homolog EgtA (Easton et al., 2011). Furthermore, 
several aah homologs are flanked by putative trimeric autotransporters characterized by the 
conserved pfam03895 domain (Table 1). None of these trimeric autotransporters possess 
the 19 amino acid repeated consensus. In addition, three aah homologs (in Acetobacter 
pasteurianus IFO 3283-01, Granulibacter bethesdensis CGDNIH1 or Bradyrhizobium sp. 
ORS278) are flanked by putative adhesins or a large exoprotein, none of which seem 
related to the autotransporter family. And lastly, no autotransporter or adhesin genes were 
adjacent to eleven of the identified aah homologs. These observations suggest that Aah 
homologs may have diverse substrates and brings into question the substrate specificity of 
these enzymes. We therefore characterized the substrate specificity of Aah. 
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Identification of a minimal peptide necessary and sufficient for glycosylation by Aah. 
In a previous study, we identified several residues in AIDA-I modified by heptose 
(Charbonneau et al., 2007). All these sites were located in the N-terminal region of the 
extracellular domain of AIDA-I comprising the imperfect repeats of 19 amino acids. Our 
strategy to determine the substrate specificity of Aah was to test whether small AIDA-I 
domains fused to GST could be glycosylated. A previously described fusion of amino acids 
A50 to G224 of AIDA-I (AIDAN) to GST encompasses at least 4 glycosylation sites and 
was glycosylated by Aah (Fig. 4A and D) (Charbonneau & Mourez, 2007). A smaller 
fragment of AIDA-I (amino acids A50 to G109, called AIDAN2), containing only one 
identified glycosylation site, was fused to GST (Fig. 4A). Whole cell lysates from bacteria 
co-expressing Aah and GST-AIDAN2 were prepared and probed with antibodies directed 
against GST to check expression of the fusion protein. Glycosylation was evaluated using 
antibodies against AIDA-I. As shown in Fig. 4D, GST-AIDAN2 was correctly expressed 
and glycosylated only in the presence of Aah. 
We further engineered a GST-fusion containing only one repeat of 19 amino acids (amino 
acids N91 to G109, called Repeat). Each repeat is predicted to comprise three small β-
strands, representing one turn of a right-handed β-helical structure (Fig. 4B and C) (Kajava 
& Steven, 2006). Again, by probing whole cell extracts with antibodies against GST or 
AIDA-I, we showed that the GST-Repeat fusion protein is correctly expressed and is 
glycosylated (Fig. 4D). 
To confirm the glycosylation, we purified the GST-Repeat proteins in the presence or 
absence of Aah from the cytoplasm of the E. coli strain BL21 by affinity chromatography. 
Both proteins were digested with AspN and GluC endoproteinases and samples were 
analysed by MS MALDI-TOF. As shown in Fig. 5, for the two samples, the 
DLVPRSGSNGGKTTATTVNSSGSQNVG peptide (with and without the N-terminal 
aspartate residue), corresponding to the Repeat sequence and few amino acids from the 
GST protein, were identified. However, for the glycosylated GST_Repeat, additional peaks 
can be detected that are not present in the unglycosylated sample and that are consistent 
with a modification by one (increase of 192 Da) or two heptoses (increase of 384 Da). 
These results confirm that GST-Repeat is glycosylated and suggest that one or two heptose 
residues modify the 19 amino acid peptide.  
To confirm that the glycosylation observed occurs on the AIDA-I peptide independently of 
the fusion partner, we also fused the same 19 amino acid sequence to a cytoplasmic variant 
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of the maltose binding protein (MalEC). As show in Fig. 4E, the MalEc-Repeat fusion is 
correctly expressed at the expected size of 45 kDa. Furthermore, antibodies directed against 
AIDA-I revealed MalEc-Repeat, only in the presence of Aah. Taken together, our results 
showed that a 19 amino acid peptide is necessary and sufficient for glycosylation by Aah.  
 
Identification of the determinants required for glycosylation. We replaced each amino 
acid of the Repeat peptide by an alanine to identify a motif required for recognition by Aah. 
The serine in position 12 (corresponding to S102 in native AIDA-I) is the amino acid we 
previously found to be modified (Charbonneau et al., 2007). Changing this serine into an 
alanine dramatically reduced glycosylation, although it did not prevent it completely (Fig. 
6). This result confirms that Aah uses preferentially the serine 12 as an acceptor site. 
Glycosylation was altered to various extents in other mutants. Mutation of residues between 
positions N1-T9 or S15-G19 had no detectable effect. Modification of valine, asparagine, 
serine or glycine at position 10, 11, 13 and 14, respectively, caused a reduction in 
glycosylation efficiency but did not abolish it. Thus it seems unlikely that these amino acids 
are part of a strict recognition consensus. This would explain how Aah homologs could 
have substrates that do not possess the specific 19 amino acid consensus found in AIDA-I. 
Instead, Aah might recognize a specific conformation/structure. 
Indeed, the Repeat peptide is predicted to adopt a secondary structure with three small β-
strands, with the glycosylated serines in a loop between two strands (Fig. 4B). We 
speculated that Aah might recognize this conformation around the serine instead of a 
specific amino acid sequence. We therefore engineered new mutations that would modify 
the conformation of the Repeat peptide. All of the modified peptides were correctly 
expressed, although some were not glycosylated (Fig. 7). First, we deleted each of the 
predicted β-strands. The GR2-3 mutants, lacking the predicted β2 or β3 strands, were still 
glycosylated. These mutants maintained the predicted structural motif β-strand - acceptor 
loop - β-strand. However, the GR1 mutant lacking the predicted β1 strand following the 
acceptor loop could not be glycosylated. It was not the sequence of the predicted β1 strand 
that was important, since in the GR4 mutant we could swap this sequence with that of the 
predicted β2 strand without affecting glycosylation. Thus, mutants GR1-4 suggest that a 
'short β-strand - short acceptor loop - short β-strand' motif might be recognized by Aah. 
We made a second series of mutations affecting the predicted loop. Mutant GR5 showed 
that shortening the predicted loop abolished glycosylation. It is possible that the loop in this 
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mutant might be destroyed altogether. Mutants GR6-7 demonstrated that adding an alanine 
at the beginning of the loop also had a dramatic effect on glycosylation, irrespective of the 
sequence of the preceding predicted strand. Mutant GR8 showed that adding an alanine at 
the end of the loop only slightly altered glycosylation. Thus, mutants GR5-8 suggest that 
Aah recognizes a short loop starting with the serine residue that is to be modified.  
Most of mutants changed the 19 amino acid sequence length. In a last mutant, we aimed at 
recapitulating the putative structural requirements with a single mutation in the predicted 
β3 strand. We hypothesized that the presence of a glycine, an amino acid rarely found in β-
strand, would destroy the strand located before the serine residue. Indeed, when the valine 
residue of the predicted β3 strand was changed by a glycine in mutant GR9, we observed 
that glycosylation was almost abolished. 
Taken together, these observations suggest that the primary amino acid sequence is not the 
main signal recognized by Aah. Instead, Aah might recognize any sequence forming a 
'short β-strand - short acceptor loop - short β-strand' motif, with the loop starting with a 
serine residue that will be targeted for glycosylation. 
 
Glycosylation of Bordetella pertussis pertactin by Aah. The crystal structure of the 
Bordetella pertussis pertactin autotransporter shows that its extracellular domain folds into 
a right-handed β-helix (Emsley et al., 1996). Thus, it comprises a succession of the 'short β-
strand - short loop - short β-strand' motifs, several of which contain serine residues in the 
loop, but none of these motifs are formed by the 19 amino acid sequence consensus 
characteristic of AIDA-I, TibA or Ag43. Thus, we reasoned that if our hypothesis is 
correct, Aah should be able to glycosylate the extracellular domain of pertactin. 
We constructed a signal sequence-less version of this domain (amino acids 35 to 563 of 
native pertactin), which we called pertactin*. We added a six histidine tag at the N terminus 
of pertactin* to allow detection. By probing whole cell lysates with antibodies directed 
against the six histidine tag or against glycosylated AIDA-I, we observed that pertactin* is 
not only correctly expressed in these conditions but also glycosylated, only in the presence 
of Aah (Fig. 8). The ProQ Emerald 300 glycoprotein gel stain kit confirmed the 
glycosylation. These results are consistent with our mutagenesis study and support the idea 
that Aah does not recognize specific amino acids, but rather that Aah specificity relies on 
structural cues. Taken together, these results help explain the mechanism by which Aah 
homologs can glycosylate a diversity of substrates, with no apparent conserved primary 
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sequence consensus, by recognizing conserved structural aspects that are required for 
glycosylation among a diversity of bacterial species. 
 
Discussion 
In this study, we have identified a new family of bacterial O-glycosyltransferases. 
Our BLAST search revealed that homologs of Aah can be found in various Gram-negative 
bacteria. We observed that high molecular weight proteins of B. vietnamensis, C. sakazakii 
and C. rodentium are indeed glycosylated. For several homologs, a predicted 
autotransporter protein with homologies to AIDA-I is located immediately adjacent to the 
glycosyltransferase gene, suggesting that it might be the substrate of the Aah homolog. We 
confirmed this assumption using chromosomal deletions and plasmid complementation in 
C. rodentium. 
For all Burkholderia ssp., except for B. sp. CCGE1003 and B. vietnamensis, we 
noted that Aah homologs are associated with a putative trimeric autotransporter. The 
YP_105473 protein of B. mallei, identified in this study as an Aah homolog, has been 
previously named BimC and is found in a five gene operon encoding the trimeric 
autotransporter BimA (Schell et al., 2007). BimA is required for the Burkholderia actin-
based intracellular motility. The BimC protein was shown to be necessary for BimA-
dependent actin tail formation. More interestingly, the authors have suggested that BimC 
may use sugar from the capsule biosynthetic pathway (6-deoxy-β-D-manno-heptopyranose) 
for potential glycosylation of BimA, which is reminiscent of the use of the LPS 
biosynthetic pathway by Aah. These observations reinforce our hypothesis that Aah 
homologs also act as heptosyltransferases. Glycosylation of a trimeric autotransporter, 
however, is unusual. To the best of our knowledge, only the EmaA collagen adhesin of 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, a human oropharyngeal pathogen, has been 
described as a glycosylated trimeric autotransporter (Tang & Mintz, 2010). Interestingly, 
for this protein, sugars used for glycosylation also originate from the LPS biosynthetic 
pathway. Our findings suggest that this new family of O-glycosyltransferases can also be 
associated with glycosylation of trimeric autotransporters and it would be interesting to test 
this hypothesis in the future. 
 Strikingly, the trimeric autotransporters associated with an Aah homolog do not 
possess the 19 amino acid consensus that seemed to be specifically recognized by Aah or 
TibC. Other monomeric autotransporters or adhesins associated with an Aah homolog did 
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not have the consensus either. This observation suggested that this consensus may not be 
required for efficient glycosylation by Aah. By undertaking a study to determine the 
substrate specificity of Aah, we came to the conclusion that Aah might recognize a small 
structural motif of 'short β-strand - short loop - short β-strand', with the short acceptor loop 
starting with a serine that is modified. This structural motif is often comprised in right-
handed β-helices characteristic of monomeric autotransporters or in the two-stranded β-
rolls found in trimeric autotransporters, which could explain why Aah homologs are most 
often associated with autotransporters (Kajava & Steven, 2006).  
For almost all studied O-glycosyltransferases, identification of a precise primary 
amino acid consensus has failed, like for Aah. Some authors have already suggested that O-
glycosyltransferases may recognize an element of secondary structure. This is the case of 
the N-acetylgalactosaminyltransferases involved in the mucin-type O-linked glycosylation 
in eukaryotes (Gerken et al., 1997). For this protein, an extended β-like conformation 
seems favorable for the enzyme-substrate binding. The recent crystal structure of a human 
O-linked β-N-acetylglucosamine transferase (OGT) in complex with a peptide substrate 
also suggests that this glycosyltransferase recognized its cognate substrate in an extended 
conformation, with a preference for sequences in which the residues flanking the 
glycosylated amino acid enforce an extended conformation, like proline and β-branched 
amino acids (Lazarus et al., 2011).  
For AIDA-I, glycosylation has been shown to be essential to ensure the normal 
conformation and the adhesion mediated by this protein (Benz & Schmidt, 2001, 
Charbonneau et al., 2007). Similarly, glycosylation of Ag43 protects the protein against 
thermal and chemical denaturation, and addition of sugars is required for optimal binding of 
the trimeric autotransporter EmaA to collagen (Knudsen et al., 2008, Tang & Mintz, 2010). 
Therefore, these studies demonstrate that glycosylation plays important structural and/or 
functional roles for bacterial autotransporters proteins. The finding that other 
autotransporters or large adhesin encoding genes are linked to Aah homolog encoding 
genes suggests that glycosylation may be important for the function of these proteins, as for 
AIDA-I, Ag43 and EmaA.  
Another family of bacterial oligosaccharyltransferases, represented by the HMW1C 
protein of Haemophilus influenzae, has been described recently (Grass et al., 2010). This 
alternative bacterial pathway for glycosylation presents a mechanism of action similar to 
the one of the Aah family, since both pathways involve a unique cytoplasmic 
  
234
glycosyltransferase that uses nucleotide-activated monosaccharides as sugar donors (Grass 
et al., 2003, Gross et al., 2008). Furthermore, the HMW1c family also modifies bacterial 
surface protein secreted via the type V secretion pathway and glycosylation of the HMW1A 
protein of H. influenzea is required to prevent premature degradation and efficient tethering 
of the protein at the cell surface, like AIDA-I (Grass et al., 2003). However, there are major 
differences between these two families. The HMW1c family proteins are N-
glycosyltransferases that recognize the conventional consensus sequon N*- X- S/T (Gross 
et al., 2008). Moreover, HMW1c-like proteins can also have an O-glycosyltransferase 
function as they created di-hexose complexes on the acceptor protein, an activity never 
described for Aah.  
Glycosylation of proteins is now recognized as an important modification in 
bacteria and opens up the possibility of protein glycoengineering in prokaryotes. However, 
even as more information becomes available about bacterial glycosylation, unanswered 
questions remain. In this study, we bring new information about the mechanism of action of 
a unique cytoplasmic O-glycosyltransferase of E. coli. We found that Aah can recognize a 
peptide as short as 13 amino acids, when fused to a heterologous protein. This suggests that 
it could be possible to recombinantly target other proteins from prokaryotes or even 
eukaryotes for O-glycosylation by adding this short peptide sequence, without any other 
requirements. Of note, this modification is compatible with the bacterial secretion 
machinery. Thus, this result opens new possibilities for glycoengineering applications in E. 
coli.  
 
Experimental procedures 
Bacterial strains  
The Escherichia coli laboratory strains C600 (F- thr-1 leuB6 thi-1 lacY1 supE44 rfbD1 
fhuA21), BL21 (F- ompT hsdS(rB-mB-) gal) and ED9 (araD ΔlacU169 rpsL relA flbB deoC 
ptsF ΔmalE444) were used in this study. We also used the previously described pathogenic 
strain E. coli 2787 (Benz & Schmidt, 1989). Citrobacter rodentium DBS100, Burkholderia 
vietnamiensis G4, Cronobacter sakazakii HBP 2871 and HPB 3196 were kindly provided 
by Samantha Gruenheid, McGill University, Éric Déziel, INRS-Institut Armand-Frappier 
and Franco Pagotto, Health Canada, respectively.  
 
Construction of plasmids and bacterial recombinant strains 
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Plasmids pAah and pGEX-AIDAN enabling the expression, respectively, of Aah and GST-
AIDAN have been described previously (Charbonneau & Mourez, 2007). For construction 
of the pGEX_AIDAN2 and pGEX-Repeat plasmids and for introducing point mutations or 
deletions in the pGEX-Repeat plasmid, we used the QuikChange II site-directed 
mutagenesis kit (Stratagene) using the primers listed in Table S1 and their corresponding 
complementary oligonucleotides. For amplification of the 19 amino acid peptide, we used 
primers MalE_Repeat_F and MalE_Repeat_R (Table S1), which introduced recognition 
sites for restriction enzymes EcoRI and XbaI. The resulting fragment was cloned in the 
pMalp2x vector (New England Biolabs), generating pMalE-Repeat. This plasmid was 
treated with the BglII and XbaI restriction enzymes and the resulting fragment was 
introduced in the pMal-c4X vector (New England Biolabs). The resulting pMalc-Repeat 
plasmid allows expression of the MalE-Repeat fusion protein in the cytoplasm of the 
bacteria. The aidA-like gene from C. sakazakii (ESA_02084) was cloned from C. sakazakii 
HPB 3196. The gene was amplified by PCR in two fragments using the primers 
AIDACs_F/AIDACs_R and AIDACs_F2/AIDACs_R2 listed in Table S1. Amplification 
products were digested by NcoI/SmaI and SmaI/XbaI, respectively and introduced in the 
pTRC99a vector (Pharmacia Biotech). The resulting plasmid was named pAIDACs. For 
construction of the pAahCr plasmid, the aah-like gene was amplified from a C. rodentium 
DBS100 lysate using primers AahCr_F and AahCr_R (Table S1). The resulting PCR 
fragment was digested with PciI and XhoI and cloned into the NcoI and SalI restriction sites 
of the pTRC99a vector. The pPertΔSSΔαβ plasmid was obtained by amplification of the 
region corresponding to amino acids 35 to 563 of native Pertactin of Bordetella pertussis 
from the pRNAC plasmid (kindly provided by Ian R. Henderson, University of Birmigham) 
with primers Pertactin_F and Pertactin_R (Table S1). The PCR fragment was digested with 
the restriction enzymes NcoI and XbaI and cloned in the pTRC99a vector. For introduction 
of the N-terminal six histidine tag, we used the QuikChange II site-directed mutagenesis kit 
with primer pPertHis and its corresponding complementary oligonucleotide, thus 
generating pPertHisΔSSΔαβ (expressing Pertactin* protein). In all constructs, protein 
expression is under the control of isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) through the 
ptac promoter. All constructions were verified by restriction mapping and sequencing.  
The isogenic mutant 2787 ΔaidA was constructed by allelic exchange using the 
pAIDA::Gm plasmid carrying the ΔaidA::aacC1 allele (Ravi et al., 2007). The plasmid was 
transformed in E. coli strain SM10 (thr leu tonA lacy supE recA::RP4-2-Tc::Mu KmR λ pir) 
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by electroporation, then transferred to E. coli 2787 recipient cell by conjugation. After 
incubation at 37°C overnight on blood agar plates, the exconjugants were selected on M9 
agar plate (without thiamine) containing ampicillin (100 μg ml-1). A few colonies were 
spread onto LB agar containing 10% sucrose and gentamycin (20 μg ml-1) and incubated at 
30°C overnight in order to promote a double crossover. A few sucrose- and Gm-resistant 
colonies were selected and the mutation was confirmed by PCR using primers Exc_AIDA-
F  and exc_AIDA-R. 
Citrobacter rodentium DBS100 mutants were constructed by using the procedure described 
by Datsenko and Wanner (Datsenko & Wanner, 2000). The pKD13 vector was used for the 
kanamycin resistance cassette. Antibiotic insertions were removed by transforming the 
mutant strains with the pCP20 plasmid expressing the FLP recombinase. Primers used for 
generation of these mutants are listed in Table S1. 
 
Bacterial growth and induction conditions 
Bacteria containing the different plasmids were grown on Luria-Bertani (LB) agar plates or 
in liquid LB medium containing 100 μg ml-1 of ampicillin, and, in addition, 50 μg ml-1 
chloramphenicol when the plasmid pAah was used. Bacterial cultures were grown at 30°C 
until an optical density at 600 nm (O.D.600nm) of 0.4 was reached and then were induced 
with 10 μM of IPTG for 3 hours. For expression of pAIDACs plasmid, bacteria were grown 
at 30°C and induced overnight with 10 μM of IPTG following growth to an O.D.600nm of 
0.8. The wild type strains E. coli 2787, C. rodentium DBS100, B. vietnamiensis G4 and C. 
sakazakii HBP 2871, were grown overnight at 37oC. 
 
Whole cell extracts 
Bacterial cultures were grown and induced as described previously, normalized to the same 
O.D.600nm and centrifuged for 15 minutes at 12,000 x g in microfuge tubes. The pellets were 
resuspended in 50 μl of Phosphate Buffered Saline (PBS). All samples were processed by 
SDS-PAGE and immunoblotting, as described below. 
 
SDS-PAGE, immunoblotting and glycan detection 
Protein-containing samples were diluted in twice concentrated SDS-PAGE loading buffer 
containing β-mercaptoethanol and denatured by heating at 100oC for 10 minutes. The 
samples were then separated by SDS-PAGE on 7% or 12% acrylamide gels. The gels were 
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either stained with Coomassie blue or transferred to polyvinylidene fluoride membranes 
(PVDF, Millipore). Alternatively, for immunodot blot, denatured proteins were directly 
immobilized on a PVDF membrane. Immunodetection was performed with a serum raised 
against a glycosylated heat-extracted portion of the extracellular domain of AIDA-I, diluted 
1:10,000 or 1:5,000 in blocking buffer (5% skim milk, 50 mM Tris-HCl pH 8, 150 mM 
NaCl, 0.05% Triton X100). A goat anti-rabbit horseradish peroxidase (HRP)-coupled 
antibody (Sigma) diluted 1:10,000 was used as the secondary antibody, according to the 
manufacturer’s instructions. Alternatively, anti-GST antibodies diluted 1:10,000 were used 
for detection of the GST-fusion proteins. For detection of the MalE-Repeat fusion protein, 
Anti-MalE antibodies (New England Biolabs) diluted 1:10,000 was used. Immune 
complexes were revealed using a 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine solution for membranes 
(Sigma). The detection of glycosylation was accomplished using the ProQ Emerald 300 
glycoprotein gel and blot stain kit (Molecular Probes), according to the instructions of the 
manufacturer. 
 
Purification of the GST-Repeat protein 
One liter of E. coli BL21 harboring plasmids pGex-Repeat with or without pAah were 
grown until an O.D.600nm of 0.4 and induced with 10 μM of IPTG for three hours. Bacteria 
were harvested and resuspended in 50 ml of Tris-buffered saline (50 mM Tris-HCl pH 8, 
150 mM NaCl) containing lysozyme (0.4 mg ml-1 final) and lysed with French press and an 
ultrasonic processor. The soluble fraction was isolated by a 40 minute centrifugation at 
16,000 x g. The GST and the GST-Repeat fusion proteins were purified using an ÄKTA 
purifier system with a 1-ml glutathione sepharose column (Amersham biosciences), 
according to instructions of the manufacturer. The purity of the proteins was confirmed by 
SDS-PAGE and staining with Coomassie blue. For the mass spectrometry experiment, 1 μg 
of GST-repeat unglycosylated and glycosylated were digested overnight with AspN and 
GluC endoproteinases (New England Biolabs) in solution. The samples were dried, and 
peptide fragments were desalted using zip-tipC18 (Millipore) according to the supplier 
protocol and dissolved in 0.1% formic acid. Samples were spotted on an MTP 
AnchorChipTM 600/384 target plate using CHCA (alpha-Cyano-4-hydroxycinnamic acid) as 
a matrix. The MALDI-TOF MS mass spectra were obtained on an UltrafleXtremeTM 
MALDI TOF/TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). LC-MS/MS 
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analysis was performed on a Waters Premier QTOF mass spectrometer interfaced with a 
Waters nanoAcquity UPLC System (Waters, Milford, MA, USA). 
 
Sequence alignment and phylogenetic tree construction 
Protein sequences were obtained from the NCBI database 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) and blast search was performed using BLAST 
(http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/). Sequence alignment was performed using the 
BLOSUM 62 matrix, with the Geneious Pro 4.0.2 software (Biomatters Ltd.). Only proteins 
showing an E-value ≤ 10-73 were retained. Based on the alignment, a neighbour-joining tree 
with 1000 bootstrap replicates was computed using the Geneious Pro 4.0.2 software 
(Biomatters Ltd.). 
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Figure legends 
Fig. 1: Phylogenetic tree of Aah homologs. 
Neighbor-joining tree based on 19 Aah homologs. The E. coli WaaC and RfaF 
heptosyltransferases involved in LPS biosynthesis were added as an outgroup (sequence 
identities with Aah of 12.9 % for WaaC and 15.1 % for RfaF). Lines are colored based on 
the taxonomy of the related organisms: red for γ-proteobacteria, blue for α-proteobacteria 
and green for β-proteobacteria. The name, the organism and the predicted function of the 
associated open reading frame are indicated (M: monomeric autotransporter, T: trimeric 
autotransporter, U: other proteins unrelated to the autotransporter family, N/D: no data) for 
each Aah homologs. The lengths of the branches reflect the number of substitutions per site 
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between different sequences. Bootstrap values from 1000 replicates are shown for each 
branch points. 
 
Fig. 2: Glycosylation in various bacterial species 
A. Immunodot blot with antibody against glycosylated AIDA-I was performed on whole 
cell lysates obtained from overnight cultures of E. coli 2787, E. coli 2787 ΔaidA, C. 
rodentium DBS100, C. sakazakii HBP 2871 and B. vietnamensis G4. B. Whole cell lysates 
were obtained from overnight cultures of E. coli 2787, E. coli 2787 ΔaidA, C. rodentium, 
C. rodentium ΔaahCr, C. rodentium ΔaidACr and C. rodentium ΔaahCr bearing the pAahCr 
plasmid. Proteins separated by SDS-PAGE were probed by immunoblotting with antibodies 
directed against glycosylated AIDA-I.  
 
Fig. 3: Glycosylation of a Cronobacter sakazakii protein by Aah. 
A. Schematic representation of the AIDA-I protein and the putative C. sakazakii 
autotransporter protein (AIDACs), showing the N-terminal signal sequence, a region 
encompassing the imperfect repeat of 19 amino acids (35 repetitions for AIDA-I and 93 for 
AIDACs, represented by the light grey boxes) and the C-terminal membrane-embedded 
domain. The Weblogo (http://weblogo.berkeley.edu/) representation of the repeated motif 
found in AIDA-I and AIDACs show the relative conservation of each amino acid of the 
consensus. B. Whole cell lysates were obtained from cultures of E. coli strain C600 bearing 
the control vector (pTRC99a, lane 1) or the pAIDACs plasmid (lanes 2 and 3). The presence 
of the pAah plasmid is highlighted (lane 3). Proteins separated by SDS-PAGE were stained 
with Coomassie blue or probed with antibodies directed against glycosylated AIDA-I. 
Detection of glycans was performed using the ProQ Emerald glycoprotein gel and blot stain 
kit.  
 
Fig. 4: Identification of a short sequence sufficient for glycosylation by Aah. 
A. Schematic representation of the different fusions of the N-terminal domain of AIDA-I to 
GST. B. Representation of the coil model for AIDA-I. A filled circle represents an 
isoleucine, valine, or leucine residue, and “X” indicates any residue. C. Schematic 
representation of the 19 amino acid peptide fused to the GST protein. An arrowhead 
indicates the position of the previously identified glycosylated serine. Each repeat of this 
motif is thought to correspond to a coil of a β-helix and is predicted to consist of three 
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small β-strands. D. Whole cell lysates were obtained from cultures of E. coli strain C600 
bearing control vector (pGex-4-T1), pGex-Repeat, pGex-AIDAN or the pGex-AIDAN2 
plasmid. The presence of the pAah plasmid is highlighted. Proteins separated by SDS-
PAGE were probed by immunoblotting with antibodies directed against the GST protein or 
against glycosylated AIDA-I. E. Schematic representation of the 19 amino acid peptide 
(Repeat) fused to the MalEC protein. Whole cell extracts of E. coli strain ED9 harboring the 
control vector (pMal-c4X) and the pAah plasmid, the pMalEc_Repeat plasmid or the 
pMalEc_Repeat and pAah plasmids were separated by SDS-PAGE and were probed by 
immunoblotting with antibodies directed against the MalE protein or against glycosylated 
AIDA-I. 
 
Fig. 5: Glycosylation of the GST-Repeat protein. 
Purified glycosylated (top panel) and unglycosylated (bottom panel) GST-Repeat proteins 
were digested by AspN and GluC endoproteinases and analyzed by MS MALDI-TOF. 
Peaks corresponding to the Repeat peptide are identified.  Hep: heptose, D: aspartate 
residue.  
 
Fig. 6: Alanine-scanning of the 19 amino acid sequence. 
Whole cell lysates were obtained from cultures of E. coli strain BL21 bearing pAah and the 
pGex-Repeat plasmid (WT) or one of the plasmids bearing a single mutation in the pGex-
Repeat. Proteins separated by SDS-PAGE were probed by immunoblotting with antibodies 
directed against the GST protein or against glycosylated AIDA-I (upper panel). The 
intensity of the bands probed with the AIDA-I antibody was quantitated using the ImageJ 
software and normalized (lower panel). The values obtained from three different 
experiments represent means ± standard errors of the means. Significant differences are 
indicated by asterisks (*, P < 0.1, **, P < 0.05, *** P < 0.001). 
 
Fig. 7: Deletion mutagenesis of the GST-Repeat protein. 
Schematic representations of the different GST-Repeat mutants (upper panel, left). The 
predicted glycosylated serine is underlined. An arrow represents the predicted β-strands for 
each construction. Whole cell lysates were obtained from cultures of E. coli strain BL21 
bearing pAah and the pGex-Repeat plasmid (WT) or one of the plasmids bearing a 
mutation in pGex-Repeat. Proteins separated by SDS-PAGE were probed by 
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immunoblotting with antibodies directed against the GST protein or against glycosylated 
AIDA-I (upper panel, right). The intensity of the bands probed with the AIDA-I antibody 
was quantitated using the ImageJ software and normalized (lower panel). The values 
obtained from three different experiments represent means ± standard errors of the means. 
Significant differences were indicated by asterisks (*, P < 0.1, **, P < 0.05, *** P < 0.001). 
 
Fig. 8: Glycosylation of the B. pertussis pertactin autotransporter protein. 
Whole cell lysates were obtained from cultures of E. coli strain BL21 bearing the control 
vector (pTRC99a) or the pPertactin* plasmid in the presence or absence of the pAah 
plasmid, as indicated. Proteins separated by SDS-PAGE were probed with antibodies 
directed against the Pertactin*His-tag or against glycosylated AIDA-I. Detection of glycans 
from whole cell lysates was performed using the ProQ Emerald glycoprotein stain kit.  
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Supporting information 
 
Table SI: Primers used in this study 
Primer   Sequence 
AidaN_109  5’-GGAAGCCAGAACGTCGGGTAACTCGAGCGGCCGCATCG-
3’ 
pGEX_Repeat 5’-GGATCTGGTTCCGCGTGGATCCAATGGTGGGAAAACCAC 
TG-3’ 
Repeat_N1A  5’-CGGATCTGGTTCCGCGTGGCTCCGCTGGTGGGAAAACCA 
CTGC-3’ 
Repeat_G2A  5’-CGGATCTGGTTCCGCGTGGCTCCAATGCTGGGAAAACCA 
CTGC-3’ 
Repeat_G3A 5’-GGATCTGGTTCCGCGTGGCTCCAATGGTGCGAAAACCAC 
TGCTACAACTG-3’ 
Repeat_K4A 5’-GGATCTGGTTCCGCGTGGATCAAATGGTGGGGCAACCA 
CTGCTACAACTG-3’ 
Repeat_T5A 5’-GGTTCCGCGTGGATCAAATGGTGGGAAAGCCACTGCTAC 
AACTG-3’ 
Repeat_T6A 5’-GGTGGGAAAACCGCTGCTACAACTGTTAACAGTTCAGG 
AAGCCAGAACG-3’ 
Repeat_T8A 5’-GGGAAAACCACTGCTGCAACTGTTAACAGTTCAGGAAG 
CCAGAACG-3’ 
Repeat_T9A 5’-GGAAAACCACTGCTACAGCTGTTAACAGTTCAGGAAG 
CCAGAACG-3’ 
Repeat_V10A 5’-CCACTGCTACAACTGCGAATTCTTCAGGAAGCCAGAAC 
G-3’ 
Repeat_N11A 5’-CCACTGCTACAACTGTTGCTAGCTCAGGAAGCCAGAAC 
G-3’ 
Repeat_S12A  5’-GCTACAACTGTTAACGCTTCAGGAAGCCAGAACG-3’ 
Repeat_S13A  5’-GCTACAACTGTTAACAGTGCAGGAAGCCAGAACGTCGG-
3’ 
Repeat_S12/13A 5’-CTGCTACAACTGTTAACGCTGCAGGAAGCCAGAACGTC 
GG-3’ 
Repeat_G14A 5’-GCTACAACTGTTAATAGTTCAGCTAGCCAGAACGTCGG 
G-3’ 
Repeat_S15A 5’-GCTACAACTGTTAATAGTTCAGGTGCACAGAACGTCGG 
GTAACTCG-3’ 
Repeat_Q16A 5’-CTGTTAATAGTTCAGGATCCGCGAACGTCGGGTAACT 
CG-3’ 
Repeat_N17A 5’-CTGTTAATAGTTCAGGATCCCAGGCCGTCGGGTAACTC 
G-3’ 
Repeat_V18A 5’-CAGGAAGCCAGAACGCCGGTTAACTCGAGCGGCCG-3’ 
Repeat_G19A 5’-GGAAGCCAGAACGTCGCGTAACTGGAGCGGCCGCATCG-
3’ 
GR1 5’-GCTACAACTGTTAATAGTTCATAACTAGAGCGGCCGCAT 
CGTG-3’ 
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GR2 5’-CGGATCTGGTTCCGCGTGGATCGGCTACAACTGTTAATA 
GTTCAGG-3’ 
GR3 5’-GGTGGGAAAACCACTAGTTCAGGAAGCCAGAACG-3’ 
GR4 5’-CTGTTAATAGTTCAGGAGGCAAGACCACCGCGTAATTC 
GAGCGGGAAGCCAGAACG-3’ 
GR5 5’-CGGCTACAACTGTTAACAGTGGAAGCCAGAACGTCGGG-
3’ 
GR6 5’-CGGCTACAACTGTTAACGCAAGTTCAGGAAGCCAGAA 
CG-3’ 
GR7 5’-GGTGGGAAAACCACTGCTAGCTCAGGAAGCCAGAACGT 
CGGG-3’ 
GR8 5’-CTGTTATAGTTCAGCCGGCAGCCAGAACGTCGGG-3’ 
GR9 5’-CCACTGCTACAACCGGTAATAGTTCAGGAAGC-3’ 
MalE_Repeat_F 5’-ATATATGAATTCAATGGTGGGAAAACCACTGC-3’ 
MalE_Repeat_R 5’-ATATATTCTAGATTACCCGACGTTCTGGCTTCC-3’ 
Pertactin_F 5’-ATATATCCATGGACTGGAACAACCAGTCTATCG-3’ 
Pertactin_R 5’-ATATATTTCTAGATTAACCAACCAGAGACCACTGACC-3’ 
pPertHis 5’-GGAAACAGACCATGCATCATCATCATCATCACGACTGG 
AACAACCAG-3’ 
AIDACs_F  5’-TATATCCATGGGAAAGAGAAGTCTTAATTGCAGTTACC 
GGC-3’ 
AIDACs_F2  5’- ATAATCCCGGGTCGAGAAAGGCGGCGTTC-3’ 
AIDACs_R  5’- ATAATCCCGGGTGTCGAAGGCTTTACCGC-3’ 
AIDACs_R2   5’- TATAATCTAGATCAGAAGCTGACTTTCAGCGTCAC-3’ 
AahCR_F  5’-TATAACATGTTGAAGTCGTTAGCAACGTTTTTTATTTCT 
CCTCCG-3’ 
AahCR_R  5’- TATTTCTCGAGCCCGGTGGATTCATTCCATAC-3’ 
AIDACr_KO_F 5’-CCTGATGAAGCAGGGAGATAAAGCCTGTCTTACAAAAG 
GAAAATGATTCCGGGGATCCGTCGACC-3’ 
AIDACr_KO_R 5’- ACCTGATGTCCGTCCCTCTTTTCCCTACATCAGAAATTA 
ATCCGGAAACCTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3’ 
AahCr_KO_F  5’-TAATTATCCTACACTTCATTTAATAATATTATTCTGGTG 
ATAAAAGTATGATTCCGGGGATCCGTCGACC-3’ 
AahCr_KO_R  5’-ACATCCCGGTGGATTCATTCCATACAGTGTTATAAACCT 
TGTTCATTGTTTGTAGGCTGGAGCTGCTTCG-3’ 
Exc_AIDA_F  5’-ACCACAGTGAATGTTTCTGGTAC-3’ 
Exc_AIDA_R  5’-CGTTTCCTTTCTGCAGTGTGTAATC-3’ 
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Fig. S1 : 
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Fig. S1 : Alignment of 20 Aah homologs 
Sequence alignment of 20 Aah homologs was performed using the BLOSUM 62 matrix, 
with the Geneious Pro 4.0.2 software (Biomatters Ltd.). 
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Résultats supplémentaires 
 
Les résultats présentés dans cette section ne sont pas encore organisés sous la forme d’une 
publication scientifique. Toutefois, un article regroupant la plupart des résultats présentés 
ici est en cours de rédaction et s’intitulera « Characterization of a new family of O-
glycosyltransferases uncovers an unique cotranslational mechanism of glycosylation in 
bacteria ». J’ai effectué toutes les expérimentations présentées dans cette section, à 
l’exception du modèle en trois dimensions de Aah.  
 
L’objectif derrière les expérimentations décrites ci-dessous est de caractériser la nouvelle 
famille de glycosyltransférases décrites dans l’article 6 du présent manuscrit en utilisant 
Aah à titre de prototype. En effet, Aah et ses homologues, dont TibC (la glycosyltransférase 
associée à l’autotransporteur TibA), possèdent un mécanisme d’action unique. Aah permet 
la glycosylation de son substrat, AIDA-I, dans le cytoplasme, et ce, indépendamment du 
transport à travers la membrane interne. Ce mode d’action contraste avec tous les autres 
systèmes de O-glycosylation décrits précédemment chez les bactéries Gram négatif, où la 
glycosylation a lieu dans le périplasme. Cette glycosylation cytoplasmique implique 
nécessairement un mécanisme de régulation permettant le contrôle et la coordination des 
événements de traduction, glycosylation et sécrétion, afin que le polypeptide puisse être 
complètement glycosylé avant d’être transporté dans le périplasme.  
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1) Détermination du site catalytique de la glycosyltransférase Aah 
 
Aah permet la glycosylation de AIDA-I avec des résidus heptose empruntés de la voie de 
biosynthèse des LPS. Il est donc possible que le site catalytique de Aah ressemble à celui 
des heptosyltransférases impliquées dans la biosynthèse des LPS chez E. coli, soit RfaF 
(WaaF), RfaQ (WaaQ) et RfaC (WaaC) (189). Présentement, les structures de RfaF et 
WaaC sont disponibles (362). En utilisant un alignement multiple entre Aah et les 
heptosyltransférases RfaF et WaaC, Dr. Peter Pawelek (Université Concordia) a généré un 
modèle en trois dimensions de Aah (Fig. 1A). Le modèle obtenu pour Aah montre une 
structure typique du groupe de glycosyltransférases possédant un repliement de type GT-B, 
caractérisé par deux domaines avec un motif Rossmann (β-α-β) séparés par une région de 
jonction (363).  
 
 
Figure 1 : Modèle structural de Aah représentant les résidus importants pour la fonctionnalité. A. 
Modèle en trois dimensions de Aah basé sur un alignement avec les heptosyltransférases WaaC et RfaF de E. 
coli. La molécule d’ADP-2F-heptose, un analogue du sucre donneur, co-cristallisée avec WaaC est aussi 
représentée et se situe dans le creux formé par les deux domaines possédant un repliement de type Rossman. 
Le grossissement du site d’interaction entre Aah et le sucre est présenté dans l’encadré. La localisation de 
deux résidus de Aah (D254 et K228), importants pour la fonctionnalité, est indiquée dans le modèle structural. 
B. Extraits totaux de la souche E. coli BL21, exprimant Aah sauvage (WT) ou un des mutants ponctuels de 
Aah, faits à partir de cultures induites avec 10 μM IPTG à DO600nm de 0,7 pour la nuit. Les protéines séparées 
par SDS-PAGE ont été révélées par un anticorps contre l’étiquette six histidines ou contre AIDA-I mature 
glycosylé.  
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Le mécanisme catalytique de WaaC est connu et implique le motif D(S/T)(G/A)XXH 
nommé « signature heptosyltransférase » ainsi que trois résidus bien conservés, soit une 
aspartate en position 13, une lysine en position 192 et un glutamate en position 222 (362). 
En superposant le modèle de Aah avec la structure de WaaC, on a réussi à identifier un 
aspartate (position 25), une lysine (position 228) et un glutamate (position 254) dans Aah 
qui se positionnent de façon similaire à ceux retrouvés chez WaaC (Fig. 1A). Pour valider 
l’importance de ces résidus, nous avons effectué des mutations ponctuelles qui modifient le 
groupement fonctionnel de ces acides aminés spécifiques. Les résultats présentés dans la 
figure 1B montrent bien que ces trois résidus sont essentiels pour le fonctionnement de 
Aah, puisque les trois protéines résultantes sont incapables de glycosyler AIDA-I. Il faut 
toutefois noter que la mutation D25G semble aussi affecter la stabilité de Aah. Le motif 
heptosyltransférase de six acides aminés n’est pas retrouvé chez Aah suggérant que des 
différences majeures entre Aah et WaaC existent au niveau du mécanisme d’action.   
 
2) Purification de Aah et TibC 
 
Nous avons fait une caractérisation biochimique de ces deux glycosyltransférases à partir 
des protéines purifiées. Une étiquette six histidines a été insérée en C-terminal pour 
permettre la purification. Les figures 2 (AahH) et 3 (TibCH) montrent les résultats des 
purifications. Les profils obtenus par dichroïsme circulaire (CD) ont été analysés par le 
logiciel Dicrhoweb (www.cryst.bbk.ac.uk/cdweb) afin de déterminer la composition en 
élément de structure secondaire pour ces deux protéines. Aah est composé à 28% d’hélices 
α et 25% de feuillets β, résultats similaires à ceux obtenus pour TibC, soit 26% d’hélices α 
et 15% de feuillets β. De plus, leur température de fusion (Tm) lors de la dénaturation 
thermique est assez similaire, soit un Tm de 58.95 ± 0.14oC pour Aah et 59.12 ± 0.12oC 
pour TibC. Ces résultats nous indiquent que ces deux glycosyltransférases ont une structure 
assez semblable. De plus, comme les résultats obtenus avec le CD concordent avec la 
composition en structure secondaire calculée à partir du modèle de Aah (31% d’hélices α et 
14% de feuillets β), on peut donc considérer que ces deux protéines sont repliées, 
possiblement dans une conformation native. 
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Figure 2 : Purification et analyse de AahH par CD. A. Purification de AahH à partir d’un litre de E. coli 
BL21 possédant le plasmide pAah, induit pour 3 heures à une DO600nm de 0.4 avec 10 μM d’IPTG. Après la 
lyse, la fraction soluble a été isolée par une centrifugation de 45 minutes à 16 000 x g. AahH a été purifié en 
50 mM NaCl, 50 mM Tris pH8 et 0.005% Triton X-100 réduit avec une colonne HisTrap de 1 ml sur un 
système de purification AKTA. La pureté de la protéine a été vérifiée sur gel SDS-PAGE coloré au bleu de 
Coomassie. B. Cette figure montre le spectre de CD résultant de la compilation de 10 accumulations fait sur 
200 μg de protéines. C. Dénaturation thermique effectuée entre 30 et 70oC sur 200 μg de protéines. La figure 
montre l’ellipticité à 218 nm. MRE; ellipticité moyenne résiduelle. 
 
  
Figure 3 : Purification et analyse de TibCH par CD. A. Purification de TibCH à partir d’un litre de E. coli 
BL21 possédant le plasmide pTibCH, induit pour 3 heures à une DO600nm de 0.4 avec 10 μM d’IPTG. Après la 
lyse, la fraction soluble a été isolée par une centrifugation de 45 minutes à 16 000 x g. TibCH a été purifié en 
50 mM NaCl, 50 mM Tris pH8 et 0.1% Triton X-100 réduit avec une colonne HisTrap de 1 ml sur un système 
de purification AKTA. La pureté de la protéine a été vérifiée sur gel SDS-PAGE coloré au bleu de 
Coomassie. B. Cette figure montre le spectre de CD résultant de la compilation de 10 accumulations fait sur 
200 μg de protéines. C. Dénaturation thermique effectuée entre 30 et 70oC sur 200 μg de protéines. La figure 
montre l’ellipticité à 218 nm. MRE; ellipticité moyenne résiduelle. 
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3) Oligomérisation de Aah et TibC 
 
Dans le but de mieux comprendre le mode de fonctionnement de ces deux protéines, nous 
avons vérifié leur état d’oligomérisation en passant les protéines purifiées sur une colonne 
de gel filtration, soit une colonne de séphacryl S-300 haute résolution de 20 ml. Les 
résultats présentés dans la figure 4 montrent clairement que ces deux glycosyltransférases 
forment des oligomères de haut poids moléculaire, soit d’environ 600 kDa. Considérant que 
les poids prédits pour Aah et TibC sont respectivement de 45 kDa et 46 kDa, des 
oligomères d’environ 600 kDa impliquent l’assemblage d’un grand nombre de sous-unités. 
Cette capacité d’oligomérisation est exceptionnelle pour une heptosyltransférase puisque 
celles impliquées dans la biosynthèse des LPS sont monomériques (362), illustrant encore 
les différences majeures qui existent entre ces deux familles de protéines. 
 
 
Figure 4 : Oligomérisation de AahH et TibCH. Les profils de gel filtration pour AahH et TibCH résultant 
d’un chargement de 150μg de protéines sur une colonne de 20 ml de séphacryl S-300 haute résolution. Les 
poids moléculaires en kDa de trois protéines standard sont indiqués sur les graphiques. 
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4) Glycosylation co-traductionnelle 
 
Maintenant que nous possédons les deux glycosyltransférases purifiées, nous avons voulu 
reproduire la réaction de glycosylation dans un système in vitro. Toutefois, l’instauration 
d’un tel système est plutôt complexe, principalement du au fait que les heptoses (sucres 
ajoutés sur AIDA-I et TibA) ne sont pas disponibles commercialement. Pour obtenir une 
source de sucres, nous avons utilisé une procédure décrite précédemment qui consiste à 
isoler par précipitation à l’éthanol et centrifugation avec un filtre de 3 kDa, des molécules 
de faibles poids moléculaire à partir d’une culture bactérienne en phase exponentielle de 
croissance (364). La question du substrat utilisé pour faire le test de glycosylation in vitro 
est aussi problématique. En effet, AIDA-I ne peut pas être purifié sous sa forme non-
glycosylée puisque la glycosylation est requise pour la stabilité (voir article 3). Pour cette 
raison, nous avons utilisé une construction décrite dans l’article 5 et nommée 
pAngHΔSSΔαβ. Cette construction permet l’expression de AIDA-I sans séquence signal, 
sans tonneau β et sans l’hélice α (AIDA*). La purification de cette protéine est donc 
effectuée à partir du cytoplasme de la bactérie. Pour TibC, nous avons utilisé comme 
substrat du TibA non-glycosylé purifié à partir de la membrane externe (la glycosylation 
n’est pas aussi importante pour la stabilité de TibA que pour celle de AIDA-I, Jean-
Philippe Côté et Michael Mourez, manuscrit en préparation). Le test de glycosylation in 
vitro a été fait en incubant le substrat et la glycosyltransférase dans un ratio de 1 :1 pendant 
2 heures à 37oC, puis toute la nuit à 4oC. La glycosylation est détectée par la révélation de 
AIDA-I avec l’anticorps dirigé spécifiquement contre la partie AIDA-I mature glycosylée. 
Malgré nos nombreux essais, la glycosylation dans ce type de système in vitro ne 
fonctionne pas (Figure 5A, B). 
Afin d’optimiser ce système de glycosylation in vitro, nous avons refait cette expérience en 
utilisant un système de transcription/traduction in vitro (kit PURExpress, New England 
Biolabs). Dans ce système, le substrat des glycosyltransférases n’est pas une protéine 
purifiée mais une protéine nouvellement traduite ou en cours de traduction. Les gènes 
codant pour AIDA-I et TibA, sans domaine β, ont donc été clonés sous le contrôle d’un 
promoteur T7 (plasmide pIVEX 2.3-MCS). Afin de détecter les protéines nouvellement 
synthétisées, des ARNt pour la lysine, marqués à la biotine, ont été ajoutés à la réaction, 
permettant ainsi une détection par la streptavidine couplée à la HRP (Transcend™ Non-
Radioactive Translation Detection Systems, Promega).  
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Figure 5 : Glycosylation in vitro. A. AIDA*, la source de sucres ainsi que AahH ont été incubés pour deux 
heures à 37oC, suivi d’une incubation sur la nuit à 4oC. Les protéines séparées par SDS-PAGE ont été 
révélées à l’aide d’un anticorps contre l’étiquette six histidines ou contre AIDA-I mature glycosylé. AIDA* 
glycosylé à été utilisé comme contrôle. B. Procédure similaire à A, mais avec TibA non-glycosylé comme 
substrat. Comme TibA a été purifié sous sa forme native, un traitement de 10 minutes à 70oC a été fait pour 
dénaturer la protéine. TibA natif glycosylé a été utilisé comme contrôle. C. Glycosylation dans un système de 
transcription/traduction in vitro. Les composants du kit, Aah, les sucres et l’ADN ont été incubés 90 minutes à 
37oC avec d’être déposés sur un gel SDS-PAGE. Pour la ligne puromycine, la réaction de traduction a eu lieu 
pendant 90 minutes pour permettre la synthèse de nouvelles protéines avant l’ajout de la puromycine, de Aah 
et des sucres. La réaction s’est poursuivie pour un autre 90 minutes à 37oC. D. Procédure similaire à C, mais 
avec le gène codant pour TibAHisΔαβ comme ADN substrat. 
 
Comme illustré à la figure 5C et D, le test est fonctionnel dans ces conditions, ce qui 
signifie que Aah et TibC purifiés peuvent ajouter des sucres sur AIDA-I et TibA, 
respectivement. Ce résultat suggère donc que ces deux glycosyltransférases modifient leur 
substrat uniquement lors du processus de traduction. Pour vérifier cette hypothèse, nous 
avons refait cette réaction en permettant une synthèse initiale des protéines pendant 90 
minutes, puis de la puromycine, un inhibiteur de la traduction, a été ajoutée. La 
glycosyltransférsase et la source de sucres ont par la suite été ajoutées, suivi par une 
seconde incubation de 90 minutes. Dans ces conditions, il n’y pas de glycosylation, 
suggérant clairement que la glycosylation est un processus co-traductionnel.  
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Afin de confirmer ces observations in vivo, nous avons décidé d’isoler des intermédiaires 
de traduction. L’intérêt est de voir si les chaines polypeptides toujours associées aux 
ribosomes sont déjà glycosylées. Pour ce faire, nous avons utilisé les plasmides permettant 
l’expression de AIDA-I non-glycosylé (pAngH), AIDA-I glycosylé (pAgH), TibA non-
glycosylé (pTngH) ou TibA glycosylé (pTgH). Les cultures ont été incubées à 30oC en 
agitation jusqu’à une DO600nm de 0.3 avant d’être transférées pour 30 minutes à 20oC, la 
baisse de température favorisant un ralentissement de la traduction. La synthèse des 
protéines a été induite par l’ajout de 100 μM d’IPTG pendant 15 minutes. Afin de bloquer 
complètement la traduction, les cultures ont été incubées à 20oC en présence de 50 μg/ml de 
chloramphénicol pour 5 minutes.  
 
 
Figure 6 : Isolation d’intermédiaires de traduction glycosylés. Des cultures de E. coli BL21 possédant le 
plasmide pTRC99a, pAngH, pAgH, pTngH ou pTgH ont été incubées à 30oC jusqu’à l’obtention d’une 
OD600nm de 0,3 avant d’être transférées pour 30 minutes à 20oC. Après une incubation de 15 minutes avec 100 μM d’IPTG, du chloramphénicol à 50 μg/ml a été ajouté pour 5 minutes, suivi par la lyse des cellules et le 
dépôt sur gel SDS-PAGE. La révélation des protéines a été faite à l’aide d’un anticorps contre l’étiquette six 
histidines ou contre AIDA-I mature glycosylé. 
 
La figure 6 montre un résultat caractéristique. Comme toutes ces protéines possèdent une 
étiquette six histidines en N-terminal, le profil de bandes visibles avec l’anticorps dirigé 
contre cette étiquette correspond fort probablement à des protéines en cours de traduction. 
Dans le cas de AIDA-I, aucune conclusion claire ne peu être émise puisque le AIDA-I non-
glycosylé est à peine visible, conséquence du problème de stabilité de cette protéine. Par 
contre, pour TibA, le profil de bandes entre les formes non-glycosylée et glycosylée est 
similaire, à l’exception de la taille. La mobilité aberrante sur gel est généralement causée 
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par la glycosylation de la protéine, observation qui est confirmée par la détection de ces 
mêmes bandes avec l’anticorps contre AIDA-I mature glycosylé (les bandes sont indiquées 
par des astérisques sur la figure 6). Ce résultat indique donc que les intermédiaires de 
traduction isolés à partir des bactéries exprimant TibA et la glycosyltransférase TibC sont 
déjà modifiés par l’ajout de sucres. 
 
5) Co-purification de composants cytoplasmiques avec AIDA* 
 
La protéine nommée AIDA* correspond à une version tronquée de AIDA-I, c’est-à-dire 
une protéine sans tonneau β et d’hélice α qui est exprimée uniquement dans le cytoplasme 
de la bactérie due à l’absence de séquence signal (voir l’article 5 pour une description 
complète). À haut niveau d’induction, soit 1 mM d’IPTG, cette protéine forme des corps 
d’inclusion dans le cytoplasme. Toutefois, avec une induction à 10 μM d’IPTG seulement, 
elle peut être purifiée sous forme soluble à partir du cytoplasme grâce à une étiquette six 
histidines localisée en N-terminale. Nous avons effectué cette purification pour constater 
que plusieurs autre protéines étaient co-purifiées avec AIDA-I*.  
 
 
Figure 7 : Co-purification de composants cytoplasmiques avec AIDA*. Purification de AIDA* à partir 
d’un litre de E. coli BL21 possédant le plasmide pAngHΔSSΔαβ, induit pour 3 heures à une DO600nm de 0.4 
avec 10 μM d’IPTG. Après la lyse, la fraction soluble a été isolée par une centrifugation de 45 minutes à 16 
000 x g. AIDA* a été purifié avec une colonne HisTrap de 1 ml sur un système de purification AKTA. La 
protéine purifiée a été vérifiée sur gel SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie.  
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Les cinq bandes majeures qui apparaissent sur le gel présenté à la figure 7 ont été 
identifiées par spectrométrie de masse. Les bandes 1 et 2 correspondent au pro-AIDA* 
avant clivage (90 kDa) et au AIDA* mature (79 kDa), respectivement. La bande 3 a été 
identifiée comme étant la chaperonne cytoplasmique DnaK, alors que la bande 4 est la 
glycosyltransférase Aah. Finalement, la cinquième bande a été identifiée comme la protéine 
ribosomale S2 du complexe S30. Ces résultats sont présentés ici, puisqu’il est quand même 
intéressant de constater qu’on peut co-purifier un complexe contenant AIDA-I, Aah, une 
chaperonne cytoplasmique ainsi qu’une sous-unité ribosomale, surtout considérant que la 
glycosylation d’AIDA-I est un processus co-traductionnel.  
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Discussion générale 
 
Les autotransporteurs monomériques sont une famille importante de facteurs de virulence 
bactériens. De plus, ils appartiennent au système de sécrétion de type V, souvent considéré 
comme le système de sécrétion le plus simple et le plus répandu chez les bactéries Gram 
négatif. Plusieurs fonctions, souvent essentielles pour le développement d’une infection ou 
pour le maintien et la survie des bactéries dans l’organisme hôte, telles que l’adhésion et 
l’invasion cellulaire, la résistance au complément, une activité cytotoxique, la mobilité 
intracellulaire, parmi d’autres, ont été décrites pour la famille des autotransporteurs. Une 
meilleure connaissance de ces protéines autotransportrices est donc requise afin de mieux 
comprendre la pathogenèse reliée à de nombreux micro-organismes bactériens. De plus, 
puisque les autotransporteurs monomériques sont de plus en plus utilisés pour des 
applications biotechnologiques, une meilleure compréhension de leur biogenèse est 
essentielle.  
 
Dans cette discussion, les différentes étapes de la biogenèse d’un autotransporteur 
monomérique typique, soit l’adhésine impliquée dans l’adhérence diffuse (AIDA-I) 
retrouvé chez E. coli, vont être discutées en détail afin de mettre en évidence les avancées 
présentées dans cette thèse de doctorat. 
 
1) Glycosylation cytoplasmique 
 
La glycosylation est une des modifications les plus répandues chez les eucaryotes. 
Toutefois, L’étude de la glycosylation de protéines bactériennes est un champ 
d’investigation relativement récent. En fait, on commence à peine à comprendre 
l’importance de cette modification pour la physiologie bactérienne ainsi que pour la 
virulence. Les travaux présentés dans cette thèse ont permis de définir une nouvelle famille 
de glycosyltransférases bactériennes possédant un mécanisme d’action unique et qui sont 
importantes pour la fonction de plusieurs protéines considérées comme des facteurs de 
virulence.  
 
Nous avons tout d’abord voulu étudier le mécanisme d’action de Aah, une des premières 
glycosyltransférases identifiées chez E. coli. Les glycosyltransférases sont principalement 
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classifiées selon leur capacité à ajouter des sucres sur des résidus asparagine (N-
glycosylation) ou sérine et thréonine (O-glycosylation). En utilisant la spectrométrie de 
masse et le séquençage par dégradation d’Edman, nous avons pu démontrer qu’AIDA-I est 
une protéine O-glycosylée (article 3). Plus précisément, 15 sérines et une thréonine sont 
modifiées par des résidus heptose, avec une possibilité de plus de 19 sucres, ce qui 
concorde avec une étude antérieure qui suggérait un ratio de 19 heptoses par molécule 
d’AIDA-I (7). AIDA-I est donc le premier autotransporteur pour lequel une O-
glycosylation a été démontrée expérimentalement.  
 
La plupart des glycosyltransférases bactériennes sont retrouvées dans des locus génétiques 
comportant toutes les enzymes requises pour la synthèse du sucre, son transfert dans le 
périplasme ainsi que pour l’ajout de ce sucre sur une protéine cible (192). Une des 
différences majeures entre ces systèmes de O-glycosylation et Aah est l’absence de ce type 
de locus génétique. En effet, le gène codant pour Aah est retrouvé en opéron avec le gène 
codant pour son substrat AIDA-I uniquement (7), sans autres facteurs accessoires, 
suggérant un mécanisme d’action différent. En accord avec cette hypothèse, nos résultats 
montrent clairement que AIDA-I est glycosylé dans le cytoplasme, indépendamment de son 
transport à travers la membrane interne. En effet, l’expression d’AIDA-I sans séquence 
signal ou le blocage de la sécrétion sec-dépendante par la croissance des bactéries en 
présence de sodium azide n’affecte pas le niveau de glycosylation d’AIDA-I (article 4). 
Cette observation est importante puisqu’une glycosylation cytoplasmique est assez unique 
chez les bactéries Gram négatif. Pour l’instant, un seul autre exemple est disponible dans la 
littérature et correspond à la N-glycosyltransférase HMW1C (et ses homologues) (207). La 
plupart des systèmes de glycosylation permettent l’ajout de sucres sur les protéines dans le 
périplasme, ce qui est nécessaire afin d’éviter de bloquer la machinerie de sécrétion Sec par 
la présence de sucres complexes sur les polypeptides à sécréter. Toutefois, dans le cas de 
Aah et HMW1C, les sucres ajoutés sont des sucres simples, soit un heptose (7) et un 
glucose, galactose ou maltose (207), respectivement, suggérant ainsi que la machinerie Sec 
peut facilement accommoder des polypeptides avec des modifications mineurs. Il faut 
néanmoins mentionner que la glycosylation de plusieurs protéines appartenant à la famille 
des adhésines riches en sérine chez les bactéries Gram positif a lieu dans le cytoplasme 
(246). Toutefois, dans ces cas bien particuliers, les protéines modifiées sont sécrétées par 
un système de sécrétion Sec accessoire, différents du système Sec classique, et qui, a priori, 
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formerait un canal d’une taille suffisante pour accommoder des polypeptides hautement 
modifiés. Toutefois, un tel système Sec accessoire n’est pas retrouvé chez les bactéries 
Gram négatif.  
Une étude plus détaillée de la glycosyltransférase Aah nous a permis de confirmer la 
glycosylation cytoplasmique d’AIDA-I. En effet, Aah est une protéine sans séquence signal 
ni domaine transmembranaire qui se localise dans le cytoplasme. Par contre, en regardant la 
localisation précise de cette enzyme, nous avons observé qu’une fraction relativement 
importante de Aah se retrouvait aussi associée à la membrane interne (article 4). 
L’observation d’une association avec la membrane interne n’est pas surprenante puisque les 
heptosyltransférases impliquées dans la biosynthèse des LPS chez E. coli, qui présentent un 
certain niveau de similarité avec Aah, sont des protéines périphériques de membrane (364). 
Il est donc possible que les sucres utilisés par Aah soient aussi localisés dans 
l’environnement périphérique de la membrane interne. Il faut mentionner qu’une partie non 
négligeable de Aah se retrouve dans les agrégats ou débris cellulaires, suggérant que la 
protéine a une tendance à agréger, tendance qui a du être amplifiée par le système de 
surexpression que nous avons utilisé. En résumé, nous suggérons que Aah est une protéine 
qui atteint un équilibre entre le cytoplasme et la périphérie de la membrane interne.  
 
Comme mentionné précédemment, Aah et ses homologues, dont TibC, présentent une 
certaine similarité de séquence avec les heptosyltransférases impliquées dans la biosynthèse 
des LPS. Comme la structure de deux heptosyltransférases de E. coli, soit WaaC et RfaF, 
sont connues, nous avons généré un modèle structural de Aah basé sur un alignement avec 
ces deux protéines (résultats supplémentaires). La structure prédite par le modèle est une 
structure classique des glycosyltransférases possédant un repliement de type GT-B, c’est-à-
dire possédant deux domaines avec un repliement de type Rossman séparés par une région 
de jonction (363). Le domaine C-terminal de Aah est celui qui montre la plus forte 
similarité avec WaaC, ce qui n’est pas surprenant puisqu’il correspond au domaine de 
liaison avec le résidu heptose (362). Basé sur l’alignement de ce modèle avec la structure 
connue de WaaC, nous avons identifié trois résidus essentiels pour la fonction de WaaC et 
conservés dans Aah, soit Asp25, Lys228 et Glu254. La mutation d’un de ces acides aminés 
entraine une abolition complète de la fonctionnalité de Aah (résultats supplémentaires). 
Toutefois, un motif essentiel pour la fonction de WaaC nommé «signature des 
heptosyltransférases » [D(S/T)(G/A)xxH] et strictement conservé chez toutes les 
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heptosyltransférases connues (362), incluant l’enzyme OpsX de H. influenzae qui présente 
une spécificité de substrat différente (365), n’est pas retrouvé dans la séquence de Aah. De 
plus, le domaine N-terminal de Aah possède très peu de similarité avec WaaC ou RfaF et 
ne peut être modélisé à partir de ces deux structures. Aah et ses homologues ciblent des 
protéines au lieu d’une molécule lipidique telle que le Kdo2-LipideA, ce qui peut expliquer 
que certains éléments essentiels des heptosyltransférases associées aux LPS ne sont pas 
retrouvés chez Aah. Nous suggérons donc que Aah est le prototype d’une nouvelle famille 
d’heptosyltransférases, qui conservent en partie uniquement le mécanisme de 
reconnaissance et de transfert des sucres commun avec les heptosyltransférases 
précédemment décrites.  
 
Pour la plupart des systèmes de O-glycosylation, la question de la reconnaissance du 
substrat est le sujet de nombreuses études. Malgré tout, à ce jour, aucun motif consensus 
général n’a pu être identifié. Pour certains systèmes de O-glycosylation, il est suggéré que 
l’oligosaccharyltransférase reconnaît un élément de structure. C’est le cas pour la flagelline 
de C. jejuni où les sucres sont retrouvés au niveau de surfaces exposées dans la structure 
native (211). Dans d’autres systèmes, la glycosylation a lieu dans des régions de faible 
complexité (235) ou enrichie en certains types d’acides aminés tels que la thréonine et la 
proline (242), suggérant que les acides aminés entourant le site de glycosylation jouent 
aussi un rôle important dans la reconnaissance par la glycosyltransférase. Pour AIDA-I, 
nous avons démontré que la glycosylation se fait au niveau des séquences répétées de 19 
acides aminés retrouvées dans le domaine passager, séquences qui forment la base de 
l’hélice β prédite en adoptant une structure particulière de trois petits brins β (article 3). 
Malgré le fait que tous les sucres sont localisés dans cette région répétée de la protéine, 
aucun motif requis pour la glycosylation n’a pu être identifié par alignement des séquences 
primaires.  
Afin de déterminer le mécanisme de reconnaissance du substrat par Aah, nous avons essayé 
de trouver le plus petit peptide provenant d’AIDA-I requis pour permettre la glycosylation 
d’une protéine hétérologue. Ce dernier correspond à un seul motif de 19 acides aminés et 
peut même être réduit à 13 acides aminés sans affecter le niveau de glycosylation (article 
6). Ce motif nous a permis d’entreprendre une étude de mutagenèse pour constater que la 
reconnaissance ne se fait pas par la séquence primaire en acides aminés, mais plutôt via un 
motif structural. Ce motif, nommé cassette de glycosylation, correspond à brin β - boucle - 
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brin β, où la sérine modifiée doit être au début de la boucle. La reconnaissance d’un motif 
structural a aussi été suggérée pour la β-N-acetylglucosamine transférase, une O-
glycosyltransférase humaine (366). Cette observation est importante puisque pour la plupart 
des O-glycosyltrasférases bactériennes, aucune séquence primaire ne semble suffire pour 
expliquer le mécanisme de reconnaissance. La reconnaissance d’un motif structural fournit 
aussi une explication pour l’hétérogénéité de la glycosylation et la grande variété de sites 
modifiés (article 3).  
 
Tel que démontré, la glycosylation de AIDA-I a lieu dans le cytoplasme, avant que la 
protéine ne traverse les deux membranes constituant l’enveloppe bactérienne. Les substrats 
pour le système Sec sont transportés sous une forme dépliée et le mécanisme de sécrétion à 
travers la membrane externe des autotransporteurs monomériques ne permet qu’un niveau 
minimal de repliement. Toutefois, le motif de reconnaissance de Aah est un élément 
structural, donc un certain niveau de repliement doit avoir lieu dans le cytoplasme. 
Comment rassembler ces deux éléments qui semblent s’opposer ?  
Le motif que nous suggérons comme site de reconnaissance correspond à une structure 
secondaire simple (brins β de 4 ou 5 acides aminés). De plus, comme une séquence de 
seulement 19 acides aminés est suffisante pour permettre la glycosylation, cet élément de 
structure est probablement minimal. En fait, on suggère que Aah reconnaît un élément 
structural local et non pas la structure finale bien ordonnée d’hélice β prédite pour AIDA-I. 
En effet, il est fort probable que la structure tertiaire finale ne soit pas suffisamment flexible 
pour permettre la fixation de Aah et l’ajout des sucres. En accord, nous n’avons vu aucune 
glycosylation de TibA non-glycosylé natif en présence de TibC dans un test de 
glycosylation in vitro (résultats supplémentaires).  
Un autre élément de réponse à cette question provient des expériences de glycosylation in 
vitro avec Aah et TibC. Nous avons remarqué que la glycosylation in vitro d’AIDA-I est 
dépendante de la présence d’un système de transcription/traduction, suggérant ainsi une 
glycosylation co-traductionnelle. Cette observation est possiblement la clé du mécanisme 
d’action de cette famille de glycosyltransférases bactériennes. Les récents développements 
dans l’étude du mécanisme de traduction ont changé notre façon de voir le ribosome.  Il est 
maintenant clair que le ribosome joue aussi un rôle actif dans l’initiation du repliement de 
plusieurs protéines. En effet, les polypeptides nouvellement synthétisés peuvent 
commencer à acquérir des éléments de structure simples avant même que ces derniers 
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émergent du ribosome (367-370). Nous avons aussi observé une interaction entre la 
protéine cytoplasmique AIDA*, Aah et la protéine ribosomale S2 de la sous-unité 30S du 
ribosome (résultats supplémentaires). Dans cette optique, il est tentant de suggérer que Aah 
reconnaît une structure particulière qui se forme à la sortie du ribosome, expliquant la 
dépendance entre la traduction et la glycosylation. En plus, une glycosylation co-
traductionnelle fournit un mécanisme plutôt élégant permettant de coordonner la traduction 
et la glycosylation avec la sécrétion à travers la membrane interne. 
Les chaines naissantes qui sortent du ribosome se retrouvent dans l’environnement 
particulièrement encombré qu’est le cytoplasme et, dans ces conditions, la tendance de ces 
protéines à se replier dans un état non-natif et/ou à agréger est plus élevée, pouvant causer 
des effets néfastes pour les bactéries (371). Cette tendance est particulièrement importante 
pour les protéines riches en brins β telles que les fibres amyloïdes, des protéines possédant 
des répétions ordonnées et adoptant une structure en forme de fibre riche en brins β (372). 
Une protéine appartenant à la famille des SAATs, soit l’Ag43, a été décrite comme formant 
des structures de type amyloïde (233) et AIDA-I possède une structure particulièrment 
enrichie en brins β. Dans cette optique, le rôle de la glycosylation co-traductionnelle 
pourrait être double. En effet, en plus de permettre la glycosylation complète avant le 
transport par le système Sec, l’ajout des sucres dès que le polypeptide sort du ribosome 
pourrait limiter le risque d’agrégation non-fonctionnelle. Il a d’ailleurs été suggéré que 
l’ajout de sucres sur une protéine permet une meilleure stabilité, non pas en stabilisant un 
état natif, mais plutôt en déstabilisant un état non-replié (373). En fait, la présence des 
sucres peut possiblement forcer les polypeptides non-repliés à adopter une conformation 
plus étendue, évitant ainsi une agrégation non-productive. Dans le cas de AIDA-I, qui 
possède une structure riche en brins β et la capacité d’interagir avec elle-même avec une 
haute affinité, il peut être tentant de suggérer que la présence des sucres pourrait aider au 
maintien de AIDA-I dans un état compatible avec la sécrétion.  
 
2) Recrutement d’AIDA-I au complexe SecYEG 
 
Beaucoup d’études ont déjà été publiées au sujet du recrutement des autotransporteurs 
monomériques possédant l’ESPR au complexe SecYEG. Toutefois, la plupart de ses études 
ont été faites avec des autotransporteurs appartenant à la famille des SPATEs, et malgré 
tout, un modèle consensus n’est toujours pas établi. AIDA-I est aussi retrouvé chez E. coli, 
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mais possède une biogenèse légèrement différente, c’est-à-dire qu’il doit y avoir une 
coordination entre la traduction, glycosylation et sécrétion. Dans cette optique, nous avons 
voulu voir si l’extension N-terminale de la séquence signal d’AIDA-I jouait un rôle 
important dans le processus de sécrétion et de glycosylation. Comme démontré dans 
l’article 4, la délétion de l’ESPR cause une diminution du niveau d’expression, ce qui est 
contraire aux études faites avec Pet (292) et Hbp (290). La protéine retrouvée à la surface 
est glycosylée, suggérant que a priori, l’ESPR n’est pas absolument essentielle pour la 
glycosylation. Toutefois, ces résultats peuvent aussi être interprétés en considérant le rôle 
de la glycosylation pour AIDA-I. En effet, la forme non-glycosylée d’AIDA-I n’est pas 
stable et difficilement détectable. Il se pourrait donc que l’absence de l’ESPR entraine un 
diminution de l’efficacité de glycosylation. Par conséquent, une partie des polypeptides 
nouvellement sécrétés seraient retrouvés sous forme non-glycosylée et donc sujet à la 
dégradation. En suivant ce raisonnement, nos résultats ne sont pas différents de ceux décrits 
précédemment, c’est-à-dire que la délétion de l’ESPR n’a pas d’effet sur le niveau de 
protéine transporté par le système Sec, mais plutôt sur l’efficacité de glycosylation. Dans le 
même ordre d’idée, il a été suggéré que la présence de l’ESPR permettrait un 
ralentissement de la sécrétion à travers la membrane interne (288, 291). Dans le cas 
d’AIDA-I, un tel ralentissement pourrait être bénéfique pour permettre une glycosylation 
complète des polypeptides dans le cytoplasme avant la sécrétion. D’ailleurs, tous les 
autotransporteurs ou TPS décrits comme étant glycosylés possèdent cette extension N-
terminale de la séquence signal. 
L’implication de facteurs cytoplasmiques dans le recrutement des autotransporteurs 
monomériques est aussi un sujet de débat. Comme mentionné dans l’introduction, certains 
autotransporteurs comme Hbp semblent utiliser de façon facultative la voie SecB ou SRP-
dépendante (290). D’un autre côté, il a été suggéré pour Pet et EspP que l’ESPR de ces 
séquences signal pourrait permettre le recrutement d’un facteur cytoplasmique non-identifié 
(288, 289). Dans les travaux présentés ici, nous n’avons pas abordé ce problème 
directement, mais nous avons toutefois fait une observation intéressante. En effet, En 
purifiant la protéine AIDA* bloquée dans le cytoplasme, nous avons co-purifié DnaK 
(résultats supplémentaires). DnaK est considérée comme une chaperonne cytoplasmique 
générale. Ce résultat est intéressant puisque DnaK a déjà été décrit comme interagissant 
spécifiquement avec les protéines destinées à la membrane externe pour prolonger leur 
maintien dans le cytoplasme dans une conformation compatible avec leur transport par le 
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système Sec (61). De plus, DnaK a été impliquée dans la biogenèse des curli, en prévenant 
l’agrégation prématurée de CsgA et la formation de fibres amyloïdes dans le cytoplasme 
(374). Finalement, DnaK est aussi requise pour la localisation polaire cytoplasmique de 
IscA et SepA, deux autotransporteurs monomériques (334). Quoique nous ne possédons 
aucune preuve expérimentale directe liant AIDA-I avec DnaK, l’idée que cette chaperonne 
joue un rôle dans la biogenèse d’au moins quelques autotransporteurs monomériques mérite 
d’être considérée.  
 
3) Clivage protéolytique d’AIDA-I 
 
 Beaucoup d’autotransporteurs monomériques sont clivés suite à leur sécrétion à travers la 
membrane externe permettant ainsi leur relâche dans le milieu extracellulaire. Différents 
mécanismes de clivage, autocatalytique ou non, ont déjà été décrits dans la littérature (375). 
Le domaine passager d’AIDA-I est clivé mais reste associé à la membrane externe par une 
liaison non-covalente. En mettant au point une technique de purification d’AIDA-I natif, 
nous avons observé que le domaine passager AIDA-I mature et AIDAc (domaine β et 
région de jonction) sont co-purifiés, ce qui suggère que malgré le clivage, ces deux 
domaines de la protéine restent étroitement associés (article 1). Cette observation a été 
confirmée par nos résultats démontrant que la seule façon de séparer ces deux fragments est 
par la dénaturation complète du domaine passager.  
Nous avons aussi identifié le mécanisme de clivage d’AIDA-I (article 5). Ce mécanisme, 
qui n’avait pas été décrit auparavant dans la famille des autotransporteurs monomériques, 
implique deux résidus avec un groupement carboxyle présents dans la région de jonction. 
Ce mécanisme de clivage pour un autotransporteur est une nouveauté et la découverte d’un 
tel mécanisme peut aussi contribuer à notre compréhension de la biogenèse d’AIDA-I. En 
regardant le modèle structural englobant le site de clivage d’AIDA-I, on peut facilement 
remarquer que les deux résidus impliqués dans le clivage doivent être parfaitement alignés 
avec leur site cible, ce qui concorde avec notre observation que le repliement et le clivage 
d’AIDA-I sont deux évènements étroitement liés. Toutefois, on retrouve la protéine 
précurseur à la surface de la bactérie (AIDA-I avant le clivage). Cette observation suggère 
donc que la protéine, incluant la région de jonction, atteint sa conformation finale 
uniquement lorsque le polypeptide entier est rendu dans l’espace extracellulaire. Ce 
mécanisme de clivage, qui nécessite un état de repliement avancé, si ce n’est pas final, 
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permet aussi d’expliquer la forte association qui existe entre AIDA-I mature et AIDAc. En 
effet, au moment du clivage, la protéine est probablement déjà repliée sous la forme d’une 
hélice β, soit une structure tertiaire stable qui implique la formation de nombreuses liaisons 
hydrogènes entre les différents brins β. Dans ce contexte, on peut facilement comprendre 
pourquoi la dissociation d’AIDA-I mature et d’AIDAc requiert la dénaturation complète du 
domaine passager. 
 
Malgré l’élégance de ce modèle, la question du rôle du clivage demeure. En effet, dans nos 
études, autant en modifiant le site de clivage (article 1) ou les acides aminés catalytiques 
(article 5), nous n’avons remarqué aucune différence majeure du point vue de la fonction 
ou de la stabilité entre AIDA-I natif et AIDA-I non-clivé. Toutefois, étant donné la 
diversité des mécanismes de clivage existants ainsi que le nombre élevé d’autotransporteurs 
monomériques clivés, il serait quand même assez surprenant que le clivage d’AIDA-I ne 
soit qu’un vestige de l’évolution et n’ai aucune fonction réelle. Le système que nous 
utilisons est un système de surexpression. Il est donc possible que dans ces conditions, 
l’effet de l’abolition du clivage soit compensé par la surexpression. De plus, nous avons 
testé les différents phénotypes connus associés à l’expression d’AIDA-I in vitro 
uniquement. Il ne faut toutefois pas exclure un possible rôle du clivage dans le cas d’une 
infection in vivo. AIDA-I est une protéine hautement glycosylée par des sucres uniques aux 
bactéries et les sucres sont reconnus pour être des composants qui peuvent activer le 
système immunitaire. Dans ce contexte, la relâche du domaine passager glycosylé pourrait 
être une façon de contourner la réponse immunitaire. Parallèlement, il a été démontré pour 
l’autotransporteur Hap de H. influenzae, impliqué principalement dans l’adhésion et l’auto-
agrégation bactérienne, que le relâche du domaine passager permettait un contrôle de ces 
deux fonctions (331). Donc, la relâche d’une adhésine dans le milieu extracellulaire peut 
servir une fonction particulière. De plus, d’un point vu conceptuel, la relâche du domaine 
passager pourrait aussi être requise pour permettre à une bactérie individuelle de se séparer 
d’un agrégat bactérien ou d’un biofilm afin de se disperser et éventuellement coloniser un 
nouvel environnement.  
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4) Fonctionnalité 
 
Comme mentionné précédemment, 97% des autotransporteurs monomériques sont prédits 
pour posséder une hélice β comme structure finale (264). Pourtant, une variété de fonctions 
a été attribuée aux domaines passagers d’autotransporteurs. De plus, plusieurs de ces 
protéines sont multifonctionnelles, ce qui signifie que diverses fonctions peuvent être 
associées à leur expression (269). Dans le cas d’AIDA-I, cette hélice β serait 
principalement constituée des 35 répétitions du motif imparfait de 19 acides aminés 
retrouvés dans le domaine passager. Aucun domaine ou boucle sortant de cette hélice β ne 
peut être prédit à partir de la séquence primaire. Toutefois, pour plusieurs 
autotransporteurs, l’hélice β semble servir uniquement d’échafaud pour l’exposition de 
domaines fonctionnels (4). Malgré le fait que la structure prédite d’AIDA-I semble être une 
hélice β plutôt uniforme, cette protéine est impliquée dans diverse fonctions, telles que 
l’adhésion et l’invasion de cellules épithéliales ainsi que la formation de biofilm et 
d’agrégats bactériens (231, 338). Pour cette raison, nous avons décidé d’entreprendre une 
étude de structure-fonction du domaine passager d’AIDA-I par une approche de 
mutagenèse aléatoire afin d’identifier des régions importantes pour la fonctionnalité de 
cette protéine (article 2). 
À partir de ces résultats, notre principale observation est que la région N-terminale 
d’AIDA-I mature (environ les 225 premiers acides aminés après la séquence signal) est 
importante pour le phénotype d’adhésion uniquement. Ce résultat est logique puisque la 
plupart des adhésines bactériennes sont bâties de façon à exposer le domaine adhésion le 
plus loin possible de la surface bactérienne afin d’optimiser les contacts avec un récepteur 
cellulaire. Nous avons aussi identifié un deuxième domaine possiblement impliqué dans 
l’adhésion, un peu plus en C-terminal d’AIDA-I mature. Un domaine d’adhésion situé plus 
près de la membrane pourrait éventuellement permettre une adhésion plus intime entre la 
bactérie et les cellules. Deux domaines d’adhésion sur la même protéine n’est pas unique à 
AIDA-I et peut être avantageux pour une bactérie. En effet, dans le cas de 
l’autotransporteur Hia de H. influenzae, les deux domaines permettent l’adhésion avec le 
même récepteur, mais avec une affinité différente (376). Dans le cas d’AIDA-I, les deux 
domaines se situent sur deux faces de l’hélice β prédite. Cette disposition pourrait permettre 
à AIDA-I d’effectuer des interactions multivalentes avec un récepteur potentiel. 
Alternativement, AIDA-I pourrait se fixer à deux récepteurs différents. Toutefois, comme 
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aucun récepteur pour AIDA-I n’a encore été identifié, l’interprétation de ces résultats reste 
au stade d’hypothèses uniquement.  
Avec cette approche de mutagenèse, nous avons pu séparer les fonctions associées à 
l’expression d’AIDA-I. En effet, un variant incapable de former des agrégats bactériens 
peut toujours permettre la formation de biofilm et vice versa. Des résultats similaires ont 
été obtenus pour l’adhésion et l’invasion. Parallèlement, des études similaires ont été 
effectuées avec les deux autres membres de la famille des SAATs, soit l’Ag43 et TibA. 
L’étude effectuée avec l’Ag43 a permis l’identification de régions impliquées dans 
l’agrégation et la formation de biofilm (377), tandis que celle faite avec TibA a permis la 
séparation de régions impliquées dans l’adhésion et l’agrégation (378). 
 
 
Figure 1 : Organisation modulaire des SAATs [figure adaptée de la référence (378)]. Représentation 
schématique des trois membres de la famille des SAATs, soit AIDA-I, l’Ag43 et TibA. Les régions connues 
comme étant responsable des fonctions suivantes sont indiquées : bleu, sécrétion; orange, biofilm; vert, 
adhésion; rouge, AAG ou agrégation. Aucun domaine précis n’a été identifié pour le phénotype d’invasion. 
 
 
En couplant ces trois études de structure-fonction sur les SAATs, il apparaît de plus en plus 
que ces protéines sont organisées sous forme modulaire. Cette observation est importante 
puisqu’il a longtemps été supposé que ces protéines adoptaient une conformation en hélice 
β plutôt rigide et uniforme. De plus, le fait que plusieurs fonctions différentes peuvent être 
associées à une région de ces protéines qui est, du point de vue de la séquence primaire, très 
similaire, est aussi une observation importante pour notre compréhension du mode de 
fonctionnement de ces autotransporteurs. En effet, dans la situation présente, on ne peut pas 
définir le rôle d’une protéine en se basant uniquement sur la présence de ce motif répété de 
19 acides aminés (donc, sur la séquence primaire du domaine passager). Pour l’instant, 
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AIDA-I, l’Ag43 et TibA sont les seuls membres décrits appartenant à la famille des SAATs 
et partageant le motif répété de 19 acides aminés. Toutefois, en recherchant de homologues 
de Aah, nous avons observé que plusieurs glycosyltransférases putatives sont associées à 
une protéine qui possède toutes les caractéristiques d’un autotransporteur monomérique en 
plus du motif imparfait de 19 acides aminés. La taille de ces autotransporteurs putatifs varie 
énormément et le nombre de répétition du motif conservé peut aller jusqu’à 93 dans le cas 
de l’autotransporteur retrouvé chez C. sakasakii (article 6). Comme ces autotransporteurs 
putatifs ont tous une longueur différente, il est plutôt tentant de supposer que toutes ces 
protéines proviennent d’un assemblage de « modules » fonctionnels différents. 
L’acquisition ou la perte de « modules » fonctionnels pourrait être simplement reliée aux 
besoins ou pressions exercées sur les bactéries en fonction de l’environnement dans lequel 
elles se retrouvent. 
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Conclusion 
 
Les résultats présentés dans cette thèse apportent de nouvelles informations et permettent 
une meilleure compréhension de la biogenèse d’une des plus importantes familles de 
protéines sécrétées chez les bactéries Gram négatif, soit les autotransporteurs 
monomériques.  
À ce titre, nous avons mis en évidence la subdivision du domaine passager d’AIDA-I en 
« modules » fonctionnels, remettant ainsi en question notre façon de voir les domaines 
passagers d’autotransporteurs. En effet, nos résultats indiquent que les autotransporteurs ont 
évolué de façon à maximiser leur organisation, c’est-à-dire que leurs domaines fonctionnels 
peuvent directement avoir la structure d’hélice β requise pour la sécrétion à travers la 
membrane externe. Afin d’appuyer cette hypothèse, la caractérisation d’autres 
autotransporteurs monomériques, principalement ceux retrouvés chez des espèces 
bactériennes phylogénétiquement éloignées de E. coli, serait requise. Toutefois, 
l’importance de chacun de ces « modules » fonctionnels dans un contexte d’infection n’a 
jamais été réellement étudiée. Est-ce que l’ajout de « modules » ne sert qu’à exposer le 
domaine d’adhésion le plus loin possible de la surface bactérienne ou est-ce que la 
formation de biofilm ou d’aggrégats bactériens procure un avantage significatif aux 
bactéries pour l’établissement d’une infection ou pour la dissémination? Pour poursuivre 
dans cette voie, les variants générés dans cette étude et qui sont déficients pour une seule 
des fonctions associées à l’expression d’AIDA-I pourraient être utilisés. Toutefois, à ce 
stade, l’implantation d’un modèle d’infection animal est primordiale.  
Un autre aspect de la biogenèse d’AIDA-I sur lequel nous avons apporté de nouvelles 
informations est la glycosylation. Nous avons démontré que la glycosylation est essentielle 
pour la stabilité d’AIDA-I à la surface bactérienne et, par conséquent, pour la fonction 
d’adhésion reliée à cette protéine. Par ailleurs, la glycosylation ne semble pas être requise 
pour la capacité des bactéries exprimant AIDA-I à former des biofilms ou des agrégats 
bactériens. Comme seul le phénotype d’adhésion est influencé par une diminution du 
niveau d’expression de la protéine, est-ce que la glycosylation ne pourrait pas servir de 
mécanisme de contrôle pour coordonner les différentes fonctions reliées à l’expression 
d’AIDA-I? Dans cette optique, l’arrêt de la glycosylation pourrait servir de « signal » de 
transition entre la fonction d’adhésion aux cellules et la formation agrégats bactériens. Une 
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étude plus ciblée du mécanisme de régulation de l’opéron aah-aidA serait bénéfique pour 
vérifier cette hypothèse.  
Par l’étude de la glycosylation d’AIDA-I, nous avons aussi mis en évidence une nouvelle 
famille de glycosyltransférases bactériennes, représentée par Aah. Les membres de cette 
famille sont présents chez une variété de protéobactéries et plusieurs d’entre eux sont 
retrouvés en association avec des protéines qui possèdent tous les aspects caractéristiques 
d’autotransporteurs monomériques ou trimériques. Cette association suggère que ces 
autotransporteurs pourraient aussi être modifiés par l’ajout de sucres. Tout comme nous 
l’avons démontré pour AIDA-I, cette glycosylation pourrait avoir des conséquences 
insoupçonnées sur la fonctionnalité ou la biogenèse de ces autotransporteurs. Il serait donc 
important d’étudier l’effet de la glycosylation sur ces autres autotransporteurs afin de mieux 
comprendre l’impact de la glycosylation sur les protéines exposées à la surface des 
bactéries.  
En caractérisant cette nouvelle famille de glycosyltransférases, nous avons décrit le premier 
système de O-glycosylation cytoplasmique chez les bactéries Gram négatif. De plus, nous 
avons démontré que la glycosylation est une modification co-traductionnelle, ce qui est 
sans précédent chez les bactéries. Une glycosylation co-traductionnelle représente un 
moyen efficace pour coordonner la traduction, la glycosylation ainsi que le transport à 
travers la membrane interne. Toutefois, selon moi, cette observation génère plus de 
questions que de réponses. Tout d’abord, est-ce que Aah peut interagir directement avec le 
ribosome? Si oui, comment est coordonnée l’interaction entre les différentes chaperonnes 
cytoplasmiques (TF, SRP, DnaK, DnaJ et autres) présentes à la sortie du ribosome, Aah et 
la chaine polypeptidique naissante? Plusieurs structures de haute résolution du complexe 
ribosomal sont maintenant disponibles, permettant d’obtenir une image en trois dimensions 
du ribosome lors du processus de traduction (379, 380). Dans le cas où Aah entrerait 
directement en interaction avec le ribosome, l’indentification de la ou des protéines 
ribosomales responsables de cette interaction permettrait de mieux comprendre l’ordre des 
évènements à la sortie du ribosome. Toutefois, une glycosylation co-traductionnelle 
n’implique pas nécessairement une interaction directe avec le ribosome. Dans ce cas, est-ce 
qu’un élément de séquence permettrait le recrutement de Aah au niveau du polypeptide en 
cours de traduction? L’élément le plus logique serait l’extension N-terminale de la 
séquence signal. En accord avec cette hypothèse, la délétion de l’ESPR d’AIDA-I a un effet 
marqué sur le niveau de protéine à la surface. Similairement, la délétion de l’ESPR de 
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l’autotransporteur trimérique glycosylé EmaA de Aggregatibacter actinomycetemcomitans 
affecte dramatiquement la sécrétion de cette protéine (381). Dans cette optique, une étude 
plus approfondie du rôle de cette extension de la séquence signal pour les glycoprotéines 
sécrétées par le système de sécrétion de type V est requise. 
Les perspectives et les répercussions de ce projet sont nombreuses. En effet, peu de 
modifications protéiques co-traductionnelles sont connues chez les bactéries et notre 
connaissance de leurs mécanismes d’action est très limitée (380). De plus, les modifications 
connues, telles que l’enlèvement du groupe formyle de la méthionine N-terminale ainsi que 
l’excision de cette dernière, ciblent uniquement l’extrémité N-terminale du polypeptide. 
Dans cette optique, la glycosylation effectuée par Aah représente un nouveau type de 
modification co-traductionnelle chez les bactéries et une meilleure connaissance du 
mécanisme d’action de cette enzyme pourrait fournir de précieux renseignements, non 
seulement sur le mode d’action de cette famille de glycosyltransférases mais aussi sur le 
processus de traduction chez les bactéries. 
Le prototype de cette famille de glycosyltransférases et le membre le mieux caractérisé, 
Aah, est retrouvé chez E. coli. La découverte d’une telle enzyme permettant l’ajout des 
sucres sur une protéine directement chez E. coli est une avancée importante d’un point de 
vue biotechnologique. En effet, E. coli est une bactérie facilement cultivable et à faible coût 
d’utilisation. De plus, comme Aah agit directement dans le cytoplasme, tous les problèmes  
liés au transport dans le périplasme d’éventuelles protéines recombinantes sont éliminés. Il 
ne reste qu’à savoir si la spécificité de Aah pour le sucre utilisé peut être modifiée de façon 
à produire des protéines d’origine eucaryote glycosylées avec leurs sucres natifs dans E. 
coli.  
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